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Verfahren zur Herstetlung transgener Pflanzen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neuartiges, reproduzierbares Verfahren zur Einschleu- 
sung genetischen Materials in zygotische Embryonen von Pflanzen unter Verwendung der Mikroinjektions- 
technologie, welches sich durch seine universeile Anwendbarkeit auszeichnet 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung des erfindungsgemSssen Verfahrens zur 
s Herstellung transgener Pflanzen sowie die mit Hilfe dieses Verfahrens erhSltlichen transgenen Pflanzen 
seibst und deren Nachkommen. 

FQr die genetische Manipulation des pflanzlichen Erbgutes mit Hilfe der rekombinanten DNA Technolo- 
gie stehen mittlerweile eine Vielzahi von Verfahren und Techniken zur VerfQgung, die in vielen Laboratorien 
bereits routinemassig angewendet werden. 
w Zu den am besten untersuchten und am ha'ufigsten verwendeten Verfahren zahlt zweifellos das 
Agrobacterium-Transformaxionssystem. 

Agrobacterium- Zellen besitzen auf ihrem Ti-Plasmid ein grosses DNA-Fragment, die sogenannte T- 
DNA-Region, das bei der natUriichen Transformation pflanzlicher Zellen in das Pflanzengenom integriert 
wird. 

ts Dieses natOrilche Qen-Transfer-System kann nach AusfQhrung verschiedener Modifikationen als Gen- 
Vektor-System fQr die gezielte Transformation von Pflanzen verwendet werden [Chilton, MD, 1983]. 

Das Agrobacterium- Transformationssystem hat aber den entscheidenden Nachteil, dass der Wirtsbe- 
reich der Agrobakterien auf bestimmte dikotyie Pflanzen sowie auf etnige wenige Vertreter der Monokotyle- 
donen (Hernal steens et al, 1984; Hookas-Van-Slagtoen et al., 1984), die aber aus agrarokonomischer Sicht 

20 unbedeutend sind, beschrankt ist Das bedeutet, dass die wichtigsten Kufturpflanzen fur einen effektiven 
Gentransfer nicht zugangig sind. 

DarOberhinaus handelt es sich bei den verwendeten Agrobakterien urn Pathogene, die bei ihren 
Wirtspflanzen charakteristische Krankheitssymptome in Form von krebsartigen Gewebewucherungen auslo- 
sen und daher nur unter Wahrung stronger Sicherheitsauflagen im Labor gehandhabt werden dGrfen. 

25 Alternative Transformation ssysteme, die entwickelt wurden, urn diese Nachteile des Agrobacterium 
Transformationssy stems auszugfeichen und die auf eine Einschleusung exogener DNA in pflanzliche 
Protoplasten abzielen, wie der direkte Gentransfer Vektor-freier DNA in Protoplasten (Paszkowski et al., 
1984, Potrykus et al., 1986) sowie die Mlkroinjektion Vektor-freier DNA in Protoplasten (Spangenberg et IT, 
1986; Steinbiss and Stabel, 1983; Morikawa and Yamada, 1985) Oder Zellen (Nomura and Komamine, 

30 1986), Oder Kallus (Melnikow P.V. et al; GB 2,200,367) mOssen insofem als problematisch angesehen 
werden, als die Regeneration ganzer Pflanzen aus pflanzlichen Protoplasten einer Vielzahi von Pflanzenspe- 
zies, insbesondere aus der Gruppe der Gramineen, immer noch ein-Problem darstellt. 

Untersuchungen von Yamada et al,, 1986, und Toriyma et al., 1986, u.a. zur Regeneration von Reis- 
Protoplasten sowie von Harris et ah, 1988 (Weizen) und Rhodes et al. (Mais) haben hier erste Fortschritte 

35 erkennen lassen. 

En weiterer Nachteil dieser altemativen Transformations-Systeme betrifft die nach wie vor reiativ 
geringen Transformationsraten. die zur Zeit maximal bei Werten zwischen 1 % und 5 % liegen. 

Diese niedrigen Transformationsraten machen es weiterhin notwendig, die einzuschleusende DNA mit 
Markem (z.B. Antibiotika-Resistenzgene) zu versehen, die eine rasche Selektionierung der Transformanten 
40 aus der grossen Zahl nicht-transformierter Zellen ermogiichen. 

Dies bedeutet aber, dass zur Zeit kein wirkiich befriedigendes Transformations-Verfahren zur Verfugung 
stent das eine auch unter kommerziellen Gesichtspunkten effiziente und kostengunstlge Produktion 
transgener Pflanzen mit neuen und nQtzlichen Eigenschaften erlaubt, insbesondere was die Pflanzen aus 
der Gruppe der Monocotyledoneae angeht 
46 Es muss daher als eine vordringliche Aufgabe angesehen werden, Verfahren zu entwickeln, die eine 
schnelle, effiziente und reproduzierbare Transformation alter Pflanzen, unabhMngig von ihrer taxonomischen 
Stellung und den damit verbundenen Besonderheiten, erlauben und somit eine auch unter kommerziellen 
Gesichtspunkten effektive und wirtschaftliche Produktion transgener Pflanzen gewahrleisten. 

In besonderem Masse trifft dies auf Pflanzen aus der Gruppe der Monocotyledoneae zu, insbesondere 
so auf solche aus der Familie Gramineae , in der die aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten Kulturpflan- 
zen wie Weizen, Gerste, Roggen, Hater, Mais, Reis, Hirse u.a,m. enthalten sind und die daher von ganz 
besonderem wirtschafrJichem Interesse sind, insbesondere da fQr die Herstellung transgener monokotyter 
Pflanzen bisher noch keine befriedlgenden Verfahren zur VerfQgung stehen. 

Erste AnsStze in dieser Richtung liefem zwei erst in jilngster Zeit entwickelte Transformations- 
Verfahren. Dabei handelt es sich zum einen urn die Injektion exogener ONA in die jungen BIQtenstande von 
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Roggenpflanzen (de la Pena et al.. 1987), zum anderen urn eine Agrobacterium- vermittelte Virusinfektion 
von Mais-Pflanzen mit "Malze~Streak Virus" (Grimsley et ah. 1987). Doch auch diese neu entwickeften 
Verfahren sind mft Nachteilen verbunden; so hat sich beispielsweise das zuerst genannte Verfahren ais 
nicht reproduzierbar erwiesen. 
5 fm Rahmen der voriiegenden Erfindung ist es jetzt flberraschenderweise gelungen, ein in hohem Masse 
effizientes Transformationssystem fOr Pflanzen, unabhangig von deren taxonomischer Zugehfirigkeit und 
den dam it verbundenen Besonderheiten, zu entwickeln. das frei ist von den zuvor genannten BeschrMnkun- 
gen der bisher bekannten Verfahren und das sich somit durch seine universalis Anwendbarkeit auszeichnet 
Im einzelnen handeit es sich dabei um ein Verfahren zur Snschleusung von genetischem Material in 
70 Pflanzen, das sich dadurch kennzeichnet, dass man eine DNA-haltige Ldsung in junge zygotische Embryo- 
nen von Pflanzen, die ein hones Regenerierungspotential in Form einer natQriichen Embryogenese besrtzen, 
mikroinjiziert. die mikroinjizierten Embryonen in geeigneten, die Embryogenese fdrdemden Kulturmedien 
mikrokuitMert und diese anschliessend zu ganzen, voilstMndigen und lebensfahigen Pflanzen regeneriert 
Gn weiterer Gegenstand der vorilegenden Erfindung betrifft die Hersteltung transgener ganzer Pflanzen, 
;s die unter Verwendung des erfindungsgemSissen Verfahrens mit einem rekombinanten DNA MolekOI trans- 
formiert worden sind, welches in der transformierten Pflanze zu neuen und wGnschenswerten Bgenschaften 
fuhrt sowie die auf diese Weise erzeugten transgenen Pflanzen selbst und deren Nachkommen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Pflanzen, welche aus transformierten prim3ren Oder sekun- 
daren Embryonen. die besagtes rekombinantes DNA MolekOI enthalten, regeneriert werden sowie deren 
20 Samen, darQberhinaus die Nachkommen von Pflanzen, die aus besagtem transgenen Pflanzenmaterial 
regeneriert worden sind sowie Mutanten und Varianten davon. 

Unter den Nachkommen transgener Pflanzen sind im Rahmen dieser Erfindung sowohl auf sexuellem 
als auch auf asexuellem Wege erzeugte AbkSmmiinge der transformierten Mutterpflanze zu verstehen. 
Die vorliegende Erfindung umfasst weiterhin hybride genetische Konstruktionen t die eine Oder mehrere 
25 Gene oder DNA-Sequenzen enthalten, die in der transformierten Pflanze zu neuen und wUnschenswerten 
Bgenschaften fOhren, weiterhin Klonierungsvehikel und Wirtsorganismen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorilegenden Erfindung betrifft die Verwendung des erfindungsgemassen 
Transformations-Verfahrens zur Herstellung transgener Pflanzen mit neuen und wunschenswerten Bgen- 
schaften. 

30 In der folgendenn Beschreibung werden eine Reihe von Ausdrflcken verwendet die in der rekombinan- 
ten DNA Technologie, sowie in der Pflanzengenetik gebrauchlich sind. Um ein klares und einheitliches 
Verstandnis der Beschreibung und der AnsprOche sowie des Umfangs, der den besagten Ausdrucken 
zukommen soil, zu gewahrleisten. werden die folgenden Definitionen aufgestellt. 

Embryo: FrOhss Entwicklungsstadium einer Pflanze bestehend aus Spross- und Wurzelvegetationspunkt 

35 und Keimbldttem. 

Proembryo: 2 bis vielzeltlges Stadium der Embryonaientwickiung, vor der Ausbildung von Spross- und 
Wurzelvegetationsmertstem sowie Keimblattem (siehe Abb. 1). 

Embryogenese: EntwickJung eines Embryos, ausgehend von einer Zelle, die die Potenz zur Embryobil- 
dung hat 

40 Zygotische Embryonen: Embryonen, die aus einer befruchteten Bzelle gebildet werden. 

Somatische Embryonen: Embryonen, die aus somatischen Zellen mit embryogener Potenz gebildet 
werden. 

ChimSre: Zelle, Gruppe von Zellen, Gewebe Oder Pflanze, zusammengesetzt aus Zellen mit unter- 
schiedlicher genetlscher Information. 
45 Pflanziiches Material: In Kuitur oder als sotches lebensf^hige pflanzfiche Teile wie Protoplasten, Zellen, 
Kailus, Gewebe, Embryonen, Pflanzenorgane, Knospen, Samen, u.a. sowie ganze Pflanzen. 

Pflanzenzelle: Strukturelle und physiologische Bnheit der Pflanze, bestehend aus einem Protoplasten 
und einer Zeilwand. 

Protoplast Aus Pflanzenzellen oder -geweben isolierte, zellwandlose "nackte" Pflanzenzelle mit der 
so Potenz zu einem ZellWon oder einer ganzen Pflanze zu regenerieren. 

Zellklon: Aus einer Zelle durch fortlaufende Mitosen entstandene Population von genetisch gleichen 
Zellerv 

Pflanzengewebe: Gruppe von Pflanzenzellen, die in Form einer strukturellen und funktionellen Bnheit 
organtsiert sind. 

55 Pflanzenorgan: Strukturelle und funktionelle Bnheit aus mehreren Geweben, wie beispielsweise Wurzel, 
Stamm, Blatt oder Embryo. 

Transgene Chimare : Pflanzen oder Gewebe, welche nicht in alien Zellen sondem nur in Gewebesekto- 
ren eine Fremd-DNA stabil ins Genom integriert enthalten. 
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Transgene Pflanze: Pflanzo, welche in alien Zellen eine Fremd-ONA stabil ins Genom integriert enthalt. 

Heterologe(s) Gen(s) Oder DNA : Bne ONA Sequenz, die ein spezifisches Produkt Oder Produkte kodiert 
Oder eine biologische Funktion erfuitt und die von einer anderen Spezies stammt ais derjentgen, in welche 
das besagte Gen etngeschleust wird; besagte DNA Sequenz wird auch als Fremdgen Oder Fremd-DNA 
5 bezeichnet. 

Homologe(s) Gen(e) Oder DNA: Bne DNA Sequenz. die ein spezifisches Produkt Oder Produkte kodiert 
oder eine biologische Funktion erfuitt und die aus der gleichen Spezies stammt. in welche das besagte Gen 
eingeschleust wird. 

Synttietische(s) Gen(e) Oder DNA: Bne DNA-Sequenz, die ein spezifisches Produkt Oder Produkte 
10 kodiert Oder eine biologische Funktion erfUiit und die auf synthetischem Wege hergestellt sind. 

Pflanzen-Promotor: Bne Kontrollsequenz der DNA Expression, die die Transkription jeder beliebigen 
homologen oder heterologen DNA Gensequenz in einer Pflanze gewahrieistet sofern besagte Gensequenz 
in operabler Weise mit einem solchen Promotor verknQpft ist 

Terminations-Sequenz: DNA-Sequenz am Ende einer Transkriptions-Bnheit. die das Ende des Trans- 
75 kriptionsvorganges signaiisiert. 

Ueberproduzierender Pflanzen-Promotor (OPP): Pflanzen-Promotor, der in der Lage ist, in einer transge- 
nen Pflanzenzelle die Expression einer jeden in operabler Weise verknilpften funktionalen Gensequenz(en) 
in einem Ausmass (gemessen in Form der RNA oder der Polypeptidmenge) zu bewirken, das deuttich 
hoher liegt als dies natOrlicherweise in Wirtszellen. die nicht mit besagtem OPP transformiert sind. 
20 beobachtet wird 

3'/5 # nicht-translatierte Region: Stromabwarts/stromaufwarts der kodierenden Region gelegene DNA- 
Abschnitte, die zwar in mRNA transkribiert, nicht aber in ein Polypeptid Qbersetzt werden. Diese Region 
enthalt regulatorische Sequenzen, wie z.B. die Ribosomenbindungsstelle (5') oder das Polyadenylierungssi- 
gnal (3). 

25 DNA-Expressions-Vektor : Klonierungs-Vehikel, wie z.B. ein Plasmid oder ein Bakteriophage, das aile 
Signal-Sequenzen enthalt die fQr die Expression einer inserierten DNA in einer geeigneten Wirtszeile 
notwendig sind. 

DNA-Transfer-Vekton Transfer-Vehikel, wie z.B. ein Ti-Plasmid oder ein Virus, das die Bnschfeusung 
von genetischem Material in eine geeignete Wirtszeile ermtfglicht. 
30 Abbildung 1 (nach Randolph et aK, 1936) zeigt die verschiedenen Phasen der Entwicklung eines 

Getreideembryos "am Beispiel von Mais (Zea mays) . Die Entwicklung der anderen Getreide wie Weizen 
(Triticum aestivum). Reis (Oryza satiya), Gerste ( Hordeum vulgare) und anderer Grammineen verlauft in 
analoger Weise: 

Die Befruchtung der Bzelle im Embryosack (1) fUhrt zur Bildung der Zygote (2). Diese entwickelt sich uber 
35 fortlaufende Mitosen zu den verschiedenen Phasen des Proembryos (3-25). Der Uebergang vom Proembryo 
zum Embryo (25-26) ist charakterisiert durch die Bildung von Sprossmeristem- und Wurzetmeristemanlagen 
und Scutellum (modifiziertes Keimblatt). 

Die Abbildungen sind nicht im gleichen Massstab gezeichnet der Proembryo (17) hat eine Lange von ca. 
0,05 mm, der Proembryo (25) von ca. 1 mm, und der Embryo (35) ca. 8-10 mm. 
40 Die Pfeile geben an, wo sich die fOr die Mikroinjektion der DNA-haltigen Losung bevorzugten Bereiche 
befinden. 

Abbildung 2 (nach Randolph et al, 1936) zeigt die verschiedenen Phasen der Entwicklung eines 
Dikotylenembryos'am Beispiel des Hirtentaschel ( Capsella bursa pastoris). Die GrundzOge der Entwicklung 
sind bei verschiedenen Arten gleich; Details kdnnen sehr unterschiedlich sein. 
45 Die Befruchtung der Bzelle im Embryosack fuhrt zur Bildung einer Zygote (A). Diese entwickelt sich durch 
fortlaufende Mitosen in Proembryo (P) und Suspensor (S). Der Uebergang vom Proembryo (globular) zum 
Embryo (E) liegt zwischen den Phasen Q und R und beginnt mit der Bildung der Anlagen der beiden 
Keimbiatter. 

Die Pfeile geben die fOr die Mikroinjektion der DNA-haitigen Losung bevorzugten Bereiche an. 

50 

Das erfindungsgemasse Transforrnations-Verfahren zur Bnschleusung genetischen Materials in Pftan- 
zen basiert auf der Mikroinjektion einer DNA-haltigen Losung in junge zygotische Embryonen von Pflanzen, 
welche naturgemMss ein hohes Regenerierungspotential in Form der natCJrlichen Embryogenese aufweisen. 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Mikroinjektion einer DNA-haltigen Losung in zygotische 
55 Proembryonen bzw. Embryonen monokotyler Pflanzen, insbesondere in zygotische Embryonen von Getrei- 
den und anderen Gr^sem, fQr die bisher kein Transformationssystem zu VerfGgung steht. 

Bis zum Zeitpunkt der voriiegenden Erfindung war es nicht mflglich, sehr junge zygotische Embryonen, 
die sich in einem no'ch sehr frOhen EntwicWungsstadium befinden und Zelizahlen zwischen 4 und S 1000 
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Zellen aufweisen, in der Pftanze aufzufinden, zu isolieren und in Form einer in vitro Kultur zu kuttivieren. 

Man ging vielmehr bisher davon aus, dass solche sehr jungen zygotischen Embryonen (Proem bryonen) 
in Kultur nicht wachstums- und vermehrungsfahig seien. Die bisher vorliegenden Berichte zur Isolierung und 
Kultivierung zygotischer Embryonen sind beschrSnkt auf Embryonen, die eine Minimalgrdsse von einigen 

s tausend Zellen aufweisen und damrt fOr eine eventueile Mikroinjektion aufgrund der vie) zu hohen Zeflzahl 
weniger geeignet erscrieinen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es jetzt Oberraschenderweise erstmals gelungen. durch 
Anwendung spezifischer Verfahrensmassnahmen zygotische Embryonen bereits auf einem friihen Proem- 
bryonaJstadium (vgi. Abb. 1 und 2) aus den sie umgebenden pflanziichen Strukturen zu isolieren und in vitro 

ro zu kultivieren. 

Oie Mikroinjektion der ONA-haltigen Losung in die aus befruchteten Bzeiien abgeleiteten Proem bryo- 
nen und Embryonen wird erfindungsgemSss mit Hilfe einer Mikroinjektionsapparatur durchgefuhrt, die mit 
manuell Oder motorisch steuerbaren Mikromanipuiatoren ausgestattet ist. 

Der spezifische Aufbau sowie die Ausstattung besagter Mikroinjektionseinrichtungen sind in der Uteratur 
/5 ' vielfach beschrieben. Mikroinjektionsapparaturen werden mittlerweile auch von verschiedenen Rrmen ange- 
boten und konnen von diesen ais KompiettausrOstung direkt bezogen werden (z.B. ZEISS; Narashtge Nikon 
Instr.; Leitz etc.). 

Die auf dlese Weise durch Mikroinjektion transformierten Proembryonen und Embryonen kfinnen dann 
nach dem erfindungsgemissen Verfahren durch Mikrokultur zur direkten Embryogenese angeregt und 
20 anschiiessend sehr einfach zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. 

Um dieses Ziel zu erreichen, werden die mikroinjizierten Proembryonen und Embryonen zunachst 
einzeln oder in kleinen Gruppen vorzugsweise in Vertiefungen handelsGbiicher Mikrokultivierungsplatten in 
geeignete Kulturmedien eingebracht und bis zur Ausbildung der embryospezrfischen Strukturen mikrokulti- 
viert 

25 SelbstverstSndlich konnen im Rahmen dieser Erfindung auch andere, fur die Mikrokultivierung zygoti- 
scher Pro-/Embryonen geeignete Kultivierungsverfahren Anwendung finden. 

Im Anschluss an die Differenzierung zu Embryonen werden diese schliesslich in ein Vitamin- und 
Hormon-freies Oder Hormon-armes Medium uberfUhrt, in weichem die weitere Differenzierung zu reifen 
Embryonen und schliesslich deren Keimung zum PfiSnzchen erfolgt 

30 Die so erhaltenen PflSnzchen kSnnen dann in Erde Qbertragen und auf die gleiche Weise wie normale 
Samlinge weiterkuftiviert werden. 

En wesentlicher Vorteil des erfindungsgemassen Transformations- Verfahrens gegenuber den bisher 
bekannten Verfahren basiert auf den ausserordentlich hohen Transformationsraten, die sich mit diesem 
Verfahren erreichen lassen und die mit Werten zwischen 20 % und 60 % um eine Zehnerpotenz hoher 

35 liegen als die bisher in der Uteratur beschriebenen maximal erreichbaren Transformationsraten. 

DarQberhinaus kdnnen durch die direkte Regeneration von Pfianzen aus Embryonen via einer direkten 
Embryogenese die negativen Effekte der 'somaklonalen Variation' , die bei anderen alternativen Verfahren in 
der Regei auftreten, insbesondere bei solchen, deren Regenerationsschritt Qber eine Kailusphase veriSuft, 
gSnziich oder aber zumindest teilweise vermieden werden. Dies bedeutet aber f dass die genetisch 

40 verSnderte Pflanze - mit Ausnahme des eingefQhrten Gens - mit der Ausgangspfianze identisch ist. was fOr 
die Beiange der PflanzenzQchtung von ausschlaggebender Bedeutung ist 

En weiterer entscheidender Vorteil des erfindungsgemassen Verfahrens ist dessen universale Anwend- 
barkeit unabhingig von der taxonomischen Zugehorigkeit der betreffenden Zielpfianze und den damit 
verbundenen Besonderheiten und verfahrenstechnischen Schwierigkeiten, wie sie bei Anwendung der 

45 bisher zur VerfQgung stehenden Transformationsverfahren auftreten, z.B. in Form einer BeschrSnkung auf 
bestimmtB Dikotyledonen bei Verwendung des Agrobacterium- Transformationssystems oder aber einer 
bisher noch ungenQgenden Regenerierbarkeit monokotyler Pflanzen aus Protoplasten bei Anwendung der 
direkten Gentransfer-Verfahren. 

Diese UnrversaJrtSit des erfindungsgemassen Verfahrens beruht darauf, dass man genetisches Material 

so mit HiRe einer physikalischen Methode (Mikroinjektion) in eine von jeder Pflanze erhMitliche Struktur (junge 
sexuelle Embryonen), unabhingig von deren taxonomischer ZugehSrigkeit ubertragt, welche die Ausbil- 
dung normaier, fertiler, ganzer Pflanzen im Rahmen der sich anschliessenden Regeneration garantiert. 

Neben den bereits erwShnten Vorteilen des erfindungsgemassen Transformationsverfahrens gegenilber 
den bisher bekannten Verfahen sind als weitere Verfahrensvorteile zu nennen: 

55 a) eine stark verkOrzte Regenerationszeit da die Regeneration Qber eine direkte Embryogenese 

erfolgt und die sonst ubliche Kallus-Phase sowie die morphogenetische induktionsphase der in vifro 
Kuituren entfallt 
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b) sofem die mikroinjizierten Strukturen einer sekundaren Embryogenese oder einer sekundSren 
Adventivsprossbildung zuganglich sind, ist es moglich, eine in vitro Segregation der erhaitenen chimaren 
Transform anten sowie ~" 

c) eine in vitro Vermehrung der erhaitenen Transformanten vorzunehmen. 

d) bis zu I00%ige Ueberiebensrate der transformierten, mikroinjizierten Strukturen aufgrund einer 
schonenden Injektionstechnik. 

Damit ist es im Rahmen der vortiegenden Erfindung erstmals mogiich, unabhSngig von den zuvor 
genannten Beschrankungen mit hoher Effizienz transgene Pflanzen, insbesondere auch solche aus der 
Gruppe der Monokotyledoneae, mit neuen und wGnschenswerten Bgenschaften zu erzeugen, indem man 
eine DNA-hartige Losung in zygotische pflanzliche Proem bryonen bzw. Embryonen mit hohem Regenerie- 
rungspotential mikroinjiziert, die mikroinjizierten zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen in geeigneten, 
die Ausbildung embryoider Strukturen fordemden Kuiturmedien mikrokultrviert und aus den so erhaitenen, 
in der Regei chimaren Regenerates gegebenenfails nicht-chimare transgene Pflanzen herstellt 

tm Qip.zelnen umfesst das erMndungsgemasse Verfahren die fofgenden spezifischen Verfahrensschritte: 

a) Isoiierung einzelner, fOr die Mikroinjektion geeigneter mehr- bis vielzeiliger zygotischer Pro- 
/Embryonen aus den Samenaniagen von Donor-Pflanzen; 

b) Selektion der isoiierten zygotischen Pro-ZEmbryonen fOr die sich anschliessende Mikroinjektion 
und Bnbringen der seiektionierten Pro-/Embryonen in ein geeignetes Kulturmedium; 

c) Mikroinjektion einer DNA-haitigen LSsung, enthaltend eine Oder mehrere DNA-Fragmente in die 
unter a) isoiierten zygotischen Pro-/Embryonen; 

dt) Mikrokultivierung der mikroinjizierten zygotischen Pro-/Embryonen in geeigneten, eine direkte 
Embryogenese fordemden Kuiturmedien; 

d 2 ) Alternativ: Kuitivierung der injizierten Pro-/Embryonen unter Bedingungen, die die Entwicklung 
einer morphogenen Zellkultur oder die Bildung sekundSrer Embryonen ermogiichen; und 

f) Regeneration besagter transformierter zygotischer Pro-/Embryonen zu vollstandigen in der Regel 
chimaren Pfianzen. 

g) Herstellung nicht-chim3rer transgener Pflanzen mit neuen und wGnschenswerten Eigenschaften. 

Oonorpfianzen, die ais Ausgangsmaterial fOr die Isoiierung zygotischer Proembryonen und Embryonen 
in Frage kommen, konnen sowohl unter Freilandbedingungen ais auch im Gewachshaus herangezogen 
werden. Bei der Verwendung von Pflanzen, die zur Induktion der Blutenbildung einer Vemaiisation bedurfen, 
wie z.B. Weizen, Gerste, Hafer, Roggen. Mais etc. ais Oonorpfianzen, ist darauf zu achten, dass diese 
Sorten zweckmSssigerweise einer KSIteperiode ausgesetzt werden, die zwischen 1 bis 5 Wochen betragen 
kann, urn einen optimalen BIQtenansatz und in der Folge eine optimale Ausbildung der Samenaniagen zu 
gewahrieisten. Der Zeitpunkt der Ernte der Oonorpfianzen hSngt von der verwendeten Pflanzenart sowie 
von den kiimatischen Bedingungen ab, unter denen die Anzucht der Pflanzen erfolgt. In der Regel werden 
die Donor-Pflanzen 2 bis 20 Tage nach der erfolgten Bestaubung geemtet, insbesondere aber dann, wenn 
die zygotischen Embryonen ein geeignetes Entwicklungsstadium erreicht haben, das sich zwischen der 
frQhen Proembryonaiphase und der Embryonenphase, vorzugsweise zwischen dem 2-Zellstadium und dem 
ca. 5000-Zeilstadium t erstreckt (vgl. Abb. 1 und 2). 

Die Isoiierung der zygotischen Proembryonen und Embryonen wird vorzugsweise mit Hilfe feiner 
Skaipelte sowie feiner Nadeln Oder fein ausgezogener Pinzetten unter mikroskopischer Kontroile durchge- 
fQhrt 

Die isoiierung kann beispielsweise durch Herausschneiden des den Embryosack enthaltenden Nuceilus- 
gewebes und anschliessende Praparation des Embryosackes erfolgen, wobei der Pro-/Embryo aus dem 
isoiierten Embryosack herausprapariert wird. DarOberhinaus kann selbstverstandlich auch jedes andere 
brauchbare tsoiierungsverfahren eingesetzt werden. 

Die auf diese Weise gewonnenen zygotischen Proembryonen und Embryonen werden anschliessend in 
einen Tropfen eines flOssigen Kuiturmediums QberfUhrt Die sich anschliessende Selektionierung von fur 
eine Mikroinjektion geeigneten Embryonaistadien erfolgt vorzugsweise eberrfails unter optischer Kontroile, 
wobei in der Regel ein Stereomikroskop oder ein Inversionsmikroskop sowie fUr eine Mikroselektion 
zeiiulSrer Strukturen geeignete, dem Fachmann bekannte Selektionssysteme verwendet werden, wie sie 
beispielsweise bei Koop und Schweiger (1985), Spangenberg (1988) oder bei Schweiger et ai (1987) 
beschrieben sind. 

Bevorzugt fOr die sich anschliessende Mikroinjektion sind Embryonaistadien, die von frtihen globularen 
Proembryonaistadien bis hin zu fruhen Embryonenstadien reichen. Insebesondere sind an dieser Stelle 
Embryonaistadien zu nennen, die 2 bis ca. 5000 Zellen umfassen. 
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Oa eine gute Mikroinjizierbarkeit aufgrund nur geringer Zellzahlen in frOhen ProembryonaJstadien haufig 
mit einer geringen Regenerationsh^ufigkeit der mikorinjizierten Strukturen einhergeht soilten bei der 
Auswahl der optimaien Stadien mdglichst weitere Kriterien mitberilcksichtigt werden, wie z.B. eine gute 
Isoiierbarkeit der Proembryonai- bzw. Embryonalstadien sowie eine gute Regenerationsfahigkeit 

5 im Falle der Gramineen sind daher neben frUhen golbularen ProembryonaJstadien mit Scutellum (vgt. 
Abb. 1, Phase 17 bis 25). insbesondere frOhe Embryonalstadien (vgl. Abb. 1, Phase 25 bis 30) als 
besonders geeignet fQr die Verwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren anzusehen, da sich letztere 
neben einer guten Isoiierbarkeit auch durch eine hone Regeneratiosfahigkeit auszeichnen. Daruberhinaus ist 
auch eine gute Mikroinjizierbarkeit gewahrieistet da der fQr die Mikroinjektion vorgesehene und bevorzugte 

jo Bereich (Sprossmeristemanlage) aus nur relativ wenigen Zeilen besteht Ganz besonders bevorzugt im 
Rahmen dieser Erfindung sind daher frOhe Embryonalstadien, die ausser dem Scutellum bereits eine gut 
erkennbare Spross- und Wurzelmeristemanlage aufweisen (vgl. Abb. 1, Phase 26-27). 

Auch fur die Enschleusung genetischen Materials in Pflanzen aus der Gruppe der Dicotyledoneae via 
Mikroinjektion sind insbesondere frOhe globulSre Proembryonalstadien (vgl. Abb. 2, Phase 0. P, Q) sowie 

75 fruhe Embryonalstadien (frUh- bis spat-Kotelydonar-Stadien) (vgl. Abb. 2, Phase R, S, T) besonders 
geeignet 

Das Aufflnden bzw. Auswlhlen des fQr die jeweillge Zlelpflanze optimaien Entwickiungsstadiums aJs 
Ausgangsmaterial fUr das erflndungsgemSsse Verfahren ist fUr den Fachmann auf diesem Gebiet aufgrund 
der vorliegenden, detaiilierten Beschreibung ohne unzumutbaren experimentellen Aufwand mSglich. 

20 Die Mikroinjektion der DNA-haJtigen Ldsung in zygotische Proembryonen bzw. Embryonen kann mit 
Hiife an sich bekannter Verfahren, die u.a. bei Steinbiss and Stabei, 1983; Neuhaus et aL, 1984, 1988; 
Lawrence and Davies, 1985; sowie bei Morikawa and Jamada. 1985 beschrieben sind, durchgefuhrt werden. 

Im einzelnen kann die Mikroinjektion der pflanzlichen Prc-/Embryonen dabei unter Verwendung einer 
spezifischen Mikroinjektionsapparatur durchgefOhrt deren KemstQck durch Mikromanipulatoren steuerbare 

25 Mikropipetten darstellt 

Dabei handeit es sich zum einen urn die eigentliche Injektionspipette. deren Susserer Durchmesser 
zwischen 1,00 mm und 2,00 mm betrSgt Bevorzugt ist ein Durchmesser von 1,2 mm bis 1,5 mm. Der 
Spitzendurchmesser der Injektionskapillare liegt dagegen bei Werten zwischen * 1 urn und 10 urn. Ganz 
besonders geeignet fQr die Anwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren sind Injektionskapillaren mit 

30 Spitzendurchmessem zwischen 0,5 urn und 1 urn. Man verwendet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
als Mikroinjektionskapiilare vorzugsweise Mikroelektroden kapillaren mit eingeschmolzenen Glasfiiamenten 
aus Borosilikatglas. SelbstverstMndllch kdnnen auch aile anderen, fQr die DurchfUhrung der Mikroinjektion 
geeigneten Glasarten oder sonstigen Materiaiien verwendet werden. Diese Mikroinjektionspipette ist in der 
Regel uber eine Druckregulationseinhett, den sog. Mikroinjektor, mit einer Gasquelle, insbesondere einer 

as Stickstoffqueile oder einer Druckluflquelle verbunden, welche einen sehr fein dosierten Uebertritt der 
InjektionslSsung aus der Mikropipette in das pflanzllche Gewebe gewahrieistet Eine zweite Pipette, die 
sogenannte Hatte-Plpette. dient der Rxierung der zygotischen Embryonen wahrend des Mikroinjektionsvor- 
ganges. 

Diese Halte-Pipetten haben in der Regel eine schUsselfSrmige Spitze mit einem Durchmesser zwischen 
40 0.02 mm und 1,00 mm, vorzugsweise zwischen 0,1 mm und 0,5 mm. Durch Anlegen eines schwachen 
negativen oder positiven Druckes kann man die pflanzJichen Pro-/Embryonen ansaugen und somrt fixieren 
bzw. nach der erfolgten Mikroinjektion der DNA-haltlgen Ldsung wieder freisetzen. Eine dritte Mikropipette, 
die sogenannte Sammelpipette, dient dem Bnsammeln der mikroinjizierten Embryonen und deren Ueber- 
fQhrung auf geeignete Mikrokulturplatten. 
45 Geeignete Sammelpipetten weisen in der Regei einen inneren Durchmesser zwischen 0,1 mm und 1,0 
mm auf, sodass ein stdrungsfreies Aufsaugen der mikroinjizierten Embryonen gewahrieistet ist. 

Der eigentliche Mikroinjektionsvorgang beginnt Obficherweise mit dem Enbringen der zuvor isolierten 
und ausgewShlten Proembryonen oder Embryonen in 10 u.1 bis 200 u1 eines geeigneten Kulturmediums 
auf speziell vorbereitete DeckgiMser und dem Ansaugen eines geeigneten Pro-/Embryos mit Hilfe der Haite- 
so Pipette, wobei dieser solange durch Freisetzen und anschliessendes Wiederansaugen in seiner Orientierung 
in bezug auf die Injektionspipette variiert werden kann, bis eine fQr die Mikroinjektion optimale Ausrichtung 
des PrcwEmbryos erreicht ist 

Nach dem Bndringen der Mikropipettenspitze in das Embryonalgewebe der Proembryonen oder in das 
Gewebe der Embryonen erfoigt die Freisetzung der DNA-haJtigen lnjektionsl6sung. 
55 Bei der Verwendung von Embryonen ist eine Injektion der DNA-haJtigen Ldsung in das Gewebe der 
Sprossmeristemanlage bevorzugt 

Das Injektionsvolumen schwankt in AbhSngigkeit von der ZellgrSsse. Es liegt Qblicherweise zwischen 1 
pi und 100 pi pro injizierter Zelle. 
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Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein Injektionsvoiumen von 20 pi bis 40 pi pro injizierter Zelle. 

Um eine mdglichst gleichmassige Transformation aller Zellen zu gewahrieisten, die am Aufbau der zu 
injizierenden multizeiluiSren Struktur beteiligt sind, warden diesa in AbhSngigkeit von der vorhandenen 
Zellzahl zwfschen 1 bis 1000 mal, vorzugsweise aber zwischen 4 bis 60 mal injiziert. 
s Dies kann erfindungsgemass dadurch erreicht warden, dass die zu injizierenden zygotischen Proem- 
bryonen und Embryonen zwischen den verschiedenen Injektionsvorgangen gedreht werden, sodass eine 
mdglichst grosse Anzahl von verschiedenen Zellen getroffen wird. 

Als ONA-LQsungen, die fUr eine Mikroinjektion in pflanzliche Zellen geeignet sind, kommen beispiels- 
weise PufferiSsungen in Frage, weiche die transformierende DNA in einer geeigneten Konzentration 
io enthalten. 

Die im Rahmen dieser Erfindung bevorzugte DNA-Konzentration liegt bei 0,1 ug/u! bis 10 ug/ui, 
insbesondere aber bei 0,5 ug/u! bis 5 ug/ul. Ganz besonders bevorzugt ist eine DNA-Konzentration von 0,5 
ug/ui bis 1 ,5 ug/ul 

Der pH der PufferiQsung kann zwischen Werten von pH 7 bis pH 8 schwanken; erfindungsgemass 

75 bevorzugt ist ein pH-Bereich zwischen pH 7 r 5 und pH 7,3. 

Ftlr die Integration des Fremdgens in die genomische DNA der Pfianzenzelle ist es vorteilhaft. wenn die 
transformierende DNA von neutraien DNA-Sequenzen (Tr3ger-DNA) flankiert wird. Unter neutralen DNA- 
Sequenzen sollen im Rahmen dieser Erfindung insbesondere solche Sequenzen verstanden werden, die' m it 
der Funktion der zu Qbertragenden, transformierenden DNA nicht in Zusammenhang stehen sondem 

20 ledigfich fur die Integration der eingeschleusten DNA ins pflanzliche Genom von Bedeutung sind. Die die 
transformierende DNA flankierenden neutraien DNA-Sequenzen kdnnen sowohl synthetischen Ursprungs 
sein als auch durch Behandlung mrt geeigneten Restriktionsenzymen aus natQriich vorkommenden DNA- 
Sequenzen gewonnen werden. So sind beispietsweise als Trager-DNA natQriich vorkommende Plasmide 
geeignet, die mit einem selektiven Restriktionsenzym geoffnet worden sind. Die zur Genubertragung 

25 hergesteltte DNA-Sequenz kann aber auch eine ringfdrmige Struktur (Plasmidstruktur) haben. Solche 
Plasmide bestehen aus einem DNA-Strang, in den das Fremdgen mit den Expressionssignalen integriert ist. 

En Beispiel fQr ein derartiges Plasmid ist das frei erhaitilche Plasmid p(JC8 (beschrieben in Messing, J. 
und J. Vieira, Gene 19, 269-278, 1982). Weiter sind als TrSger-DNA auch BruchstQcke natQriich vorkom- 
mender Plasmide verwendbar. Beispielsweise ist als TrSger DNA die Deletionsmutante fUr Gen VI des 

30 Cauliflower- Mosaik-vlrus einsetzbar. 

Die transformierende DNA kann erfindungsgemass sowohl in Form offener oder geschlossener Ringe 
(Plasmid-Struktur) vorliegen, sie kann eine Oberspriaiisierte Oder aber bevorzugterweise eine linearisierte 
Form aufweisen. 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung eines Gemisches aus iinearisierter und 
35 Uberspiraiisierter Form. 

Die zygotischen Proembryonen und Embryonen kdnnen dann nach erfolgter Mikroinjektion mit Hilfe der 
Sammel-Pipette aufgesaugt und in ein geeignetes Kulturmedium GberfQhrt werden. 

Die optische Kontrolle des gesamten Mikroinjektionsvorganges erfoigt Ublicherweise unter mikroskopi- 
scher Beobacrrtung. Bevorzugt sind inverse Mikroskope oder Stereomikroskope mit einer Kombination von 
40 Auf- und Durchlicht 

Die gewShto VergrSsserung hSngt dabei von der Grosse des zu injizierenden Materials ab und 
schwankt zwischen 10 bis 800 facher Vergrdsserung. 

Die sich an die Mikroinjektion anschliessende in vitro Kuitivierung der transformierten Proembryonen 
und Embryonen wird vorzugsweise in Kuitivierungsmedien durchgefOhrt, die fQr die weitere Entwicklung der 
45 Embryonen bis hin zur voltstandig ausgebiideten Pflanze geeignet sind. 

Die Zusammensetzung dieser Medien zeichnet sich in erster Linie dadurch aus, dass sie vor aJlem die 
fQr das Wachstum und die Entwicklung der pflanzlichen Zelle essentiellen mineralischen Stoffe bzw. 
Semente in ihren Verbindungen (Makroelemente) enthalten, wie z.B. Stickstoff, Phosphor, Schwefel, Kaiium, 
Calcium, Magnesium und Bsen, neben den sogenannten Spurenelementen (Mikroelemente) wie z.B. 
50 Natrium, Zink, Kupfer, Mangan, Bor, Vanadium, Selen und Molybddn. WShrend die Makroelemente in der 
Regel in Mengen zwischen 10 mg/t und einlgen Hundert mg/l vorliegen, betragt die Konzentration der 
Mikroelemente im aligemeinen maximal einige mg/l. 

Weitere Bestandteile besagter Medien umfassen eine Reihe von essentiellen Vitaminen wie Nikotinsau- 
re, Pyridoxin, Thiamin, Inosit Biotin, UponsSure, Riboflavin, Ca-Pantothenat u.a.m., eine geeignete leicht 
55 assimilierbare Kohlenstoffquelle, wie beispielsweise Saccharose oder Glucose, sowie verschiedene Wachs- 
tumsregulatoren in Form natOrlicher oder synthetischer Phytohormone aus der Klasse der Auxine und 
CytoWnine im Konzentrationsbereich von 0,01 mg/l bis 20 mg/1. 

Dabei ist erfindungsgemass besonders darauf zu achten, dass sich die Zusammensetzung der Medien 
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sowie die Konzentrationsverhaftnisse ihrer einzelnen Komponenten in Abhangigkeit vom EntwickJungsstand 
der Embryonen Indem kann. Dies trifft in erster Linia auf die verwendeten Wachstumsregulatoren zu, die in 
einem ausgewogenen Verhaltnis zueinander eingesetzt werden mOssen, sodass, falls dies gewOnscht wird. 
ein kontroliierter Abiauf der direkten Embryogenese gewShrleistet ist 
s Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein Konzentrationsbereich der Phytohormone aus der Masse 
der Auxine und der Cytokinine zwischen 0,01 mg/l und 20 mg/l. insbesondere aber zwischen 0,8 mg/1 und 
1 .2 mg/l. 

Die Kulturmedien sind darGberhinaus osmotisch stabilisiert durch Zusatz von Zuckeralkoholen 
(beispielsweise Mannit). Zucker (beispielsweise Glucose) Oder SaJzionen und sind auf pH-Werte von 4,5 bis 
to 7,5, vorzugsweise von 5,2 bis 6,5, eingestellt 

Neben der Verwendung synthetischer Medien mit einer genau definierten Zusammensetzung aus 
verschiedenen Bnzelkomponenten bekannter Konzentration kQnnen erfindungsgemSss auch kompiexe 
Nahrmedien verwendet werden, die ganz Oder aber zumindest teilweise aus natGriichen Komponenten 
zusammengesetzt sind. 

T5 in diesem Zusammenhang sei beispielhaft auf Kartoffelextrakt Kokosnussmilch sowie auf flUssiges 
Endosperm verwiesen, das durch Absaugen aus den Samenanlagen von Pflanzen gewonnen werden kann. 

Wahrend die ersten Kultivierungsschritte, die sich unmittelbar an die Mikroinjektion anschliessen, 
vorzugsweise in fiOssigen Kulturmedien, die gegebenenfalls ein verfestigtes Kuiturmedium Uberlagem 
konnen, durchgefUhrt werden, kann im weiteren Verlauf der Embryonaientwicklung wahlweise sowohl auf 

20 flussige als auch auf feste Kulturmedien, die durch Zusatz eines der Qblicherweise in der mikrobiologischen 
Technik verwendeten Verfestigungsmittel hergestellt werden kdnnen, oder aber auf eine Kombination aus 
festen und fiOssigen Medien zurOckgegriffen werden. 

Geeignete Verfestigungsmittel umfassen beispielsweise Agar, Agarose, Alginat. Pektinat Gelrite®, 
Gelatine u.a. Bevorzugt sind Agar und Agarose, insbesondere Agar und Agarose vom "Low Melting Type" 

25 (LMT). 

Bei der Verwendung flQssiger Medien kann es gegebenenfaiis zweckmassig sein, dem Medium ein 
osmotisch neutrales Verdickungsmedium zuzusetzen, sodass die Dichte des Mediums zunimmt, ohne 
dadurch den osmotischen Wert zu erhQhen. 

Dies fOhrt dazu, dass die Embryonen auf dem Medium aufschwimmen und somit ein optimaler 
30 Gasaustausch mit der umgebenden Atmosphlre gewMhrleistet ist ~ 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind synthetische Polymere, so z.B. Co-Polymere aus Saccha- 
rose und Epichlorhydrin mit einem Molekulargewicht zwischen 70 000 und 400 000, ohne jedoch darauf 
beschrankt zu sein. 

Die auf die zuvor beschriebene Weise mikroinjizierten Proembryonen bzw. Embryonen werden unmittel- 
35 bar nach erfolgter Mikroinjektion vorzugsweise auf handelsObliche Mikrokultivierungspiatten transferiert und 
zwar in Medien, die eine fQr die in vitro Kultivierung zygotischer Proembryonen und Embryonen geeignete 
Zusammensetzung aufweisen. 

Die Mikrokuitlvierung der mikroinjizierten zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen wird vorzugswei- 
se in einem fiOssigen Kuiturmedium durchgefUhrt, das in Abhlngigkeit von den speziflschen Erfordemissen 
40 des verwendeten Pflanzenmaterials mit einem osmotisch neutralen Verdickungsmittel versetzt werden kann 
und das gegebenenfalls einem Festmedium Qbeiiagert sein kann. 

Die KultMerungsdichte liegt vorzugsweise zwischen 1 Proembryo bzw. Embryo/u,l und 50 Proembryo- 
nen bzw. Embryonen/uJ Kuiturmedium, ganz besonders bevorzugt aber zwischen 1 Proembryo-bzw. 
Embryo/ul und 5 Proembryonen bzw. Embryonen/ui Kuiturmedium. 
45 Die gewahlte Kuitivierungsdichte ist abhangig von der GrcJsse und dem Entwicklungsstand der verwen- 
deten PttWEmbryonen. 

Es erweist sich im Rahmen dieser Erfindung als vorteilhaft, wenn die KuitMerung der mikroinjizierten 
Proembryonen bzw. Embryonen zumindest zeitweise in einem 2 Kompartimentensystem durchgefQhrt wird, 
das ais feuchte Kammer fungiert, wobei das aussere Kompartiment beispielsweise von Wasser, von 
so Kuiturmedium oder von einer wSssrigen Mannit-Ldsung gebildet wird, wShrend sich die Embryonen im 
innern Kompartiment befinden. 

Es ist weiterhin vorteihaft, die mikroinjizierten Proembryonen bzw. Embryonen alle 1 bis ca. 12 Tage, 
vorzugsweise aber alia 2-3 Tage in frisches Kuiturmedium zu transferieren bzw. mit frischem Kuiturmedium 
zu uberschichten. wobei das Medienvolumen von der Grdsse der Embryonen abhangt und in der Regel 
55 zwischen 0.5 ul und 10 ul betrMgt und dabei ein Verhaitnis Embryo:Medlum von 1:0,2 ul bis 1:10 ul 
vorliegt 

Wenn die auf die zuvor beschriebene Weise mikrokultivierten Embryonen ein bestimmtes Entwicklungs- 
stadium erreicht haben. in der Regel nach 10 bis 30 Tagen, werden die Embryonen zur Differenzierung der 



9 



EP 0 331 083 A2 



Spross- und Wurzelscheitel auf feste Medien transferiert die gegebenenfails von einem FlOssigmedium 
Oberiagert sain kSnnen. In der Regel handelt es sich dabei urn die ublicherweise fUr die Regeneration von 
Pfianzen verwendeten Kulturmedien, die aufgrund ihres ausgewogenen Gehaites an Phytohormonen, 
insbesondere aus der Klasse der Auxine und Cytokinine, eine Differenzierung des Spross- und/oder 

s Wurzelwachstums hervorrufen. 

Nach einer Kultivierungsdauer von ca, 4 bis 8 Wochen, je nach verwendetem Pflanzenmaterial, 
spatestens aber nach dem Auskeimen der Embryonen, kdnnen diese auf Festmedien ubertragen werden, 
die keine oder aber nur eine geringe Hormonkonzentration aufweisen und hier bis zur Ausbildung von 
kieinen PflMnzchen (Keimlinge) weiterkultiviert werden. 

10 Je nach verwendetem Pflanzenmaterial kann es vorteilhaft sein, eine Induktion der Wurzelbildung 
auszulQsen, z.B. durch Uebertragung der Embryonen auf an sich bekannte Wurzel-induzierende Medien 
[vgl. z.B. Medium S4 (Tabeile 9); H4 (Tabelle 10)]. 

Die auf diese Weise gebiideten transgenen, in der Regel chimaren PflMnzchen konnen dann in Erde 
gepflanzt und in gleicher Weise wie normate SSmlinge weiterbehandert werden. 

is Aus den auf die zuvor beschriebene Weise erhaltenen transgenen Chimaren konnen dann unter 
Anwendung an sich bekannter Verfahrensmassnahmen sehr einfach nicht-chimare transgene Pfianzen 
hergesteltt werden. 

FOr die Herstellung nicht-chimMrer transgener Pfianzen stehen grundsatzlich zwei alternative Wege zur 
VerfUgung. 

20 a) Bel Pfianzen, die einer sekundaVen Embryogenese oder einer sekundSren Adventivspross-Bildung 
zuganglich sind, ist es moglich, in vitro die sekundaVen Strukturen , die sich aus Enzelzeilen ableiten, von 
den primar entstandenen, in der Regei chimaren Regeneranten zu trennen und zu vereinzeln und somit 
reine transgene Pfianzen zu erhaiten. Dies ist besonders einfach, wenn das oder eines der Ubertragenen 
Fremdgene die Anwendung selektiver Kuitiverungsbedingungen gestattet sodass nur die transgenen Zellen 

25 uberleben. 

Die transgenen Regenerate konnen dann auf die zuvor beschriebene Weise kultiviert und zu ganzen 
Pfianzen regeneriert werden. 

b) Homogen transform ierte (nicht-chimare) Pfianzen konnen andererseits aber auch durch gegebenen- 
falls wiederholte Selbstbestaubung von primSren transgenen Chimaren gewonnen werden. Da die sexuelle 
30 Nachkommenschaft aus einer Einzelzelle. nMmiich der befruchteten Eizelle hervorgeht wird ein Teil dieser 
Nachkommen aus vollstandigen.transgenen Pfianzen bestehen und zwar dann, wenn der transgene Bereich 
der Chim^re an der Bildung der Pollen oder Ezeilen beteiligt ist. 

Das zuvor beschriebene Verfahren zur Herstellung transgener Pfianzen mit Hilfe der Mikroinjektions- 
technologie ist mit alien seinen Teil sen rrtten Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 
3S Das erfindungsgemasse Verfahren ist praktisch universell anwendbar, da praktisch alle Pfianzen 
zygotische Embryonen bilden. Es umfasst sowohi die Mikroinjektion von natOrlichen DNA-Sequenzen als 
auch von artrfiziell mit Hilfe der rekombinanten DNA-Technologie erzeugten hybriden Genkonstruktionen, 

In erster Unie umfasst vom breiten Umfang der vorliegenden Erfindung sind rekombinante DNA- 
MolekOIe, die DNA-Sequenzen enthaiten, welche bei den Transformanten zu nutzlichen und wunschenswer- 
40 ten Bgenschaften ffjhren. 

Dabei handelt es sich vorzugsweise urn rekombinante DNA-Molekiile, die eine oder mehrere Gense- 
quenzen beinhaJten. die eine nOtzliche und wOnschenswerte Eigenschaft kodieren und die unter der 
. regulatorischen Kontrolle von in Pfianzen aktrven ExpressionssignaJen stehen und mit diesen in operabler 
Weise verknOpft sind, sodass eine Expression besagter Gensequenzen in der transformierten pftanztichen 
4$ Zefle gewdhrteistet ist 

FQr die Verwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren sind somit in erster Unie alle diejenigen 
Gene geeignet, die in der pflanzlichen Zefle exprimiert werden und die der Pfianze eine nutziiche und/oder 
gewttnschte Egenschaft verleihen, wie z.8. eine erhShte Resistenz gegenOber Pathogenen (beispieisweise 
gegenQber phytophathogenen Pilzen, Bakterien, Viren etc.), eine Resistenz gegenOber Chemikalien 
50 [beispieisweise gegenOber Herbiziden (wie z.B. Triazinen, Sulfonylhamstoffen, Imidazolinonen, Triazoipyri- 
midinen, Biaiaphos, Glyphosate, etc.), Insektiziden oder anderen Bioziden]; Resistenz gegenOber nachteiii- 
gen (endaphischen oder atmospharischen) UmweiteinflUssen (beispieisweise gegenOber Hitze, Kalte, Wind, 
besondere, extreme Bodenbeschaffenhert, Feuchtigkeit, Trockenheit, osmotischer Stress etc.); oder aber zu 
einer erhdhten oder aber qualrtativ besseren Bildung von Reserve- oder Speicherstoffen in Blattern, Sam en, 
55 Knollen, Wurzel, Stengeln, etc. fOhren. Zu den wOnschenswerten Substanzen, die von transgenen Pfianzen 
produziert werden konnen, zMhlen beispieisweise Proteine. Starken, Zucker, Aminosauren, Alkaloide, 
Riechstoffe, Farben, Fette, etc. 

Ebenso werden von der vorliegenden Erfindung Gene umfasst die pharmazeutisch akzeptable Wirksub- 
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stanzen, wio z.8. Alkaloids, Steroide, Hormone, Immunmodulatoren, und andere physiologisch aktive 
Substanzsn kodieren. 

Erie Resistenz gegenuber Cytotoxinen kann beispielsweise durch Obertragung eines Gens erreicht 
werden. das in der Lage ist, bei der Expression in der pflanziichen Zelle, ein Enzym zur VerfQgung zu 

s stellen, welches das Cytotoxin detoxifiziert wie z.B. die Neomycinphosphotransferase Typ II Oder die 
Aminoglycosidphosphotransferase Typ IV, die zu einer Detoxifikation von Kanamycin, Hygromycin und 
anderen Aminoglykosidantibiotika beitragen Oder eine Glutathion-S-Transferase, Cytochrom P-450 Oder 
andere katabolisch wirksame Enzyme, von denen bekannt ist dass sie Triazine, Sulfonylharnstoffe Oder 
andere Herbizide detoxifizieren. Bne Resistenz gegenQber Cytotoxinen kann auch durch ein Gen vermittelt 

;o werden. das in einer Pflanze eine bestimmte Form eines 'Zielenzyms' (Angriffspunkt der Cytotoxinwirkung) 
exprimiert die resistent ist gegen die Aktivitat des Cytotoxins, wie z.B. eine Variante der AcetohydroxysaV 
resynthase, die gegenQber der inhibitorischen Wirkung von Sulfonylharnstoffen, Imidazolinonen oder ande- 
ren Herbiziden, die mit diesem spezifischen Stoffwechselschritt interagieren, insensitiv ist oder eine 
Variante der EPSP Synthase, die sich gegenQber der Hemmwirkung von Glyphosate als insensitiv erweist. 

75 Es kann sich als vorteilhaft erweisen, diese verlnderten Zielenzyme in einer Form zu exprimieren, die ihren 
Transport in das konrekte zellullre Kompartiment wie z.B. im obigen Fall in die Chloroplasten, eriaubt 

In bestimmten Fallen kann es von Vorteil sain, die Genprodukte in die Mitochondrion, die Vakuolen, das 
endoplasmatische Retikulum oder in andere Zellregionen, mQgllcherweise sogar in die interzellulMren 
Raume (Apoplasten) zu dirigieren. 

20 Eine Resistenz gegenQber bestimmten PilzkJassen kann beispielsweise durch die Einschleusung eines 
Gens erreicht werden, das Chitinase in den pflanziichen Geweben exprimiert Zahlreiche pflanzenpathogene 
Pilze enthalten Chitin als integralen Bestandteil ihre Hyphen- und Sporenstrukturen, so z.B. die Basidiomy- 
ceten (Brand- und Rostpiize), Asomyceten und Fungi Imperfectf (einschliessiich Alternaria und Blpolarls, 
Exerophilum turctcum, Coiletotricum, Gteocercospora und Cercospora). Chitinase ist in der Lage das 

25 Mycelwachstum bestimmter Pathogene in-vitro zu hemmen. En pflanziiches Blatt oder eine Wurzel. die 
Chitinase konstruktiv oder aber als Antwort auf das Bndringen eines Pathogens exprimiert. ist gegen den 
Angriff einer grossen Zahl verschiedener Pilze geschUtzt Je nach Situation kann eine konstitutive Expres- 
sion vorteilhaft sein im Vergleich zu einer induzierbaren Expression, die bei zahlreichen Pfianzen als 
normale Reaktion auf einen Pathogenbefall auftritt, da die Chitinase unmittelbar in hoher Konzentration 

30 vorliegt ohne dass eine lag-Phase fQr die Neusynthese abgewartet werden muss. 

Eine Resistenz gegenQber Insekten kann beispielwelse durch ein Gen Qbertragen werden, das ein 
Polypeptid kodiert. weiches toxisch ist fQr Insekten und/oder deren Larven, wie z.B. das kristaJIine Protein 
von Bacillus thuringlensis {Barton et al, 1987; Vaeck at a/, 1987]. Bne zweite Kiasse von Proteinen, die 
eine Insektenresistenz vermitteln, sind die Proteaseinhibitoren. Proteaseinhibitoren bilden einen gewohnli- 

35 chen Bestandteil von pflanziichen Speicherstrukturen (Ryan, 1973). Es konnte nachgewiesen werden. dass 
ein aus Sojabohnen isolierter und gereinigter Bowman-Birk Proteaseinhibitor die Darmprotease von 
Tenebrio-Larven hemmt (Blrk et a/ t 1983). Das Gen, welches den Trypsininhibitor aus der Kuherbse kodiert. 
ist bei Hilder et a/, (1987) beschrieben. 

En Gen, das einen Proteaseinhibitor kodiert, kann in einem geeigneten Vektor unter die Kontrolle eines 

40 Pflanzenpromotors, insbesondere eines konstruktiven Promotors, wie z.B. den CaMV 35S Promotor (der bei 
Odell ef aL (1985) beschrieben ist], gebracht werden. Das Gen, beispielsweise die kodierende Sequenz des 
Bowman-Birk Proteaseinhibitors aus der Sojabohne, kann mit Hitfe der bei Hammond et a/. (1984) 
beschriebenen cDNA Klonierungsmethode erhalten werden. Bne weitere MQglichkeit zur Herstellung eines 
Proteaseinhibitors besteht in dessen synthetischer Herstellung, sofem dieser weniger als 100 Aminosauren 

45 aufweist wie z.B. der Trypsininhibitor der Limabohne. Die kodierende Sequenz lasst sich durch Zuruck- 
Qbersetzen der Aminos2uresequenz voraussagen. Zus2tziich werden an beiden Enden Restriktionsschnitt- 
steilen eingebaut die fQr den jeweils gewQnschten Vektor geeignet sind. Das synthetische Gen wird durch 
Synthese Qberiappender Oligonukleotidfragmente von 30 bis 60 Basenpaaren hergesteilt indem diese 
zunSchst einer Kinasereaktlon unterworfen, dann miteinander verknQpft (Maniatis ef a/, 1982) und schliess- 

50 lich in einem passenden Vektor kloniert werden. Mit Hitfe der DNA Sequenzierung kann dann ein Klon, der 
das Insert in einer korrekten Orientierung aufweist identifiziert werden. FQr die Enschleusung in die 
Embryonen wird isolierte Plasmid-DNA verwendet 

Ebenfalls umfasst von der vorliegenden Erfindung sind Gene, die pharmazeutisch aktive Bestandteile 
kodieren, z.B. Alkaloide, Steroide, Hormone und andere physiologisch aktive Substanzen sowie Ravine, 

55 Vitamine und Farbstoffe. Zu den Genen, die im Rahmen dieser Erfindung in Betracht gezogen werden, 
gehoren daher, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, pflanzenspezifische Gene wie z.B. das Zeingen 
(Wienand et a/, 1981), SSuger-spezrfische Gene wie das Insulingen, das Somatostatingen, die Interieucin- 
gene, das t-PA Gen (Pennica et al, 1983) etc., oder aber Gene mikrobiellen Ursprungs wie das NPT II Gen 
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sowie synthetische Gene wie das tnsulingen (Itakura et ah 1975). 

Neben natUriicherweise vorkommenden Genen, die eine nUtzliche und wQnschenswerte Eigenschaft 
kodieren, kSnnen im Rahmen dieser Erfindung auch Gene verwendet werden, die zuvor mit Hilfe cherni- 
scher Oder gentechnologischer Methoden gezielt modifiziert wurden. 

5 Weiterhin sind von dem breiten Konzept der vorliegenden Erfindung auch solche Gene umfasst die 
vollstandig durch chemische Synthese hergestelrt werden. 

Weiterhin geeignet fur die Verwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren sind sonstige nutziiche 
DNA-Sequenzen, insbesondere nicht-kodierende DNA-Sequenzen mit regulatorischen Funktionen. Diese 
nicht-kodierenden DNA-Sequenzen sind beisptelsweise in der Lage die Transkription einer assoziierten 

to DNA-Sequenz in pflanzlichen Geweben zu regulieren. 

In diesem Zusammenhang ist z.B. der Promotor des hps70 Gens zu nennen, der durch einen 
Hitzeschock induziert werden kann (Spena et ai, 1985); die 5-flankierende Sequenz der nuklear kodierten 
Sequenz der kieinen Untereinheit des Ribuiose-l,5-biphosphatcarboxy!ase (RUBISCO) Gens [Moreili et ai, 
1985] Oder des Chlorophyll a/b Bindungsproteins, die durch Licht induzierbar sind; Oder die 5-flankierende 

75 Region des Alkoholdehydrogenase (adhl-s)Gens aus Mais, die unter anaeroben Bedingungen die Trans- 
kription eines assoziierten Reportergens [z.B. Chloramphenicolacetyltransferase-Gen (CAT)] ausldst 
(Howard et al, 1977). 

Eine weitere Gruppe regulierbarer ONA-Sequenzen betrifft chemisch reguiierbare Sequenzen, die z.B. 
in den PR-("pathogenesis related proteine w )Proteingenen des Tabaks vorliegen und mit Hilfe chemischer 
20 Regulatoren induzierbar sind. 

Die zuvor beispielhaft genannten regulierbaren DNA-Sequenzen konnen sowohi naturlichen als auch 
synthetischen Ursprungs sein oder. aber aus einem Gemisch von natCrlichen und synthetischen DNA- 
Sequenzen bestehen. 

Ais Gene Oder DNA-Sequenzen, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verwendung finden 
25 konnen, kommen sowohi homologe ais auch heterologe Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) oder 

DNA gemass der im Rahmen der vorliegenden Erfindung gemachten Definition in Betracht. 

Die DNA-Sequenz kann ausschliesslich aus genomischer, aus cDNA bzw. synthetischer DNA konstruiert 

sein. Bne andere Moglichkeit besteht in der Konstruktion einer hybriden DNA-Sequenz bestehend sowohi 

aus cDNA als auch aus genomischer DNA und/oder synthetischer DNA. 
30 In diesem Fail kann die cDNA aus demselben Gen stammen wie die genomische DNA oder aber, 

sowohi die cDNA als auch die genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen stammen. in jedem Fall 

konnen aber sowohi die genomische DNA und/oder die cDNA, jede ft3r sich, aus dem gleichen oder aus 

verschiedenen Genen hergesteltt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr ais einem Gen beinhaltet, kSnnen diese Gene entweder von 
35 ein und demselben Organismus, von mehreren Organismen, die verschiedenen Stammen oder Varietaten 

derselben Art oder verschiedenen Spezies derseiben Gattung angehoren. oder aber von Organismen, die 

mehr ais einer Gattung derselben oder einer anderen taxonomischen Einheit (Reich) angehoren, abstam- 

men. 

Urn die Expression besagter Strukturgene in der pflanzlichen Zelle zu gewahrleisten, ist es vorteilhaft, 

40 wenn die kodierenden Gensequenzen zunachst in operabler Weise mit in pflanzlichen Zellen funktionsfShi- 
gen Expressions-Sequenzen verknUpft werden. 

Die hybriden Genkonstruktionen im Rahmen der vorliegenden Erfindung enthaiten somit neben dem 
(den) Strukturgen(en) Expressions-Signale, die sowohi Promotor- und Terminator-Sequenzen als auch 
weitere regulatorische Sequenzen der 3' und 5 nicht-translatierten Regionen miteinschtiessen. 

45 Jeder Promotor und jeder Terminator, der in der Lage ist, eine Induktion der Expression einer 
kodierenden DNA-Sequenz (Strukturgen) zu bewirken, kann als Bestandteil der hybriden Gensequenz 
verwendet werden. Besonders geeignet sind Expressionssignale, die aus Genen von Pflanzen oder 
Pflanzenviren stammen. Beispiele geeigneter Promotoren und Terminatoren sind z.B. solche der Nopafin- 
Synthase-Gene (nos), der Octopin-Synthase-Gene (ocs) sowie der Cauliflower Mosaik Virus Gene (CaMV) 

so oder aber homologe DNA-Sequenzen, die noch die charakteristischen Eigenschaften der genannten 
Expressionssignale aufweisen. 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die 35S und 19S Expressions-SignaJe des CaMV Genoms 
oder deren Homologe, die mit Hilfe molekularbiologischer Methoden, wie sie z.B. bei Maniatis et ah, 1982 
beschrieben sind, aus besagtem Genom isoliert und mit der kodierenden DNA-Sequenz verknupft werden 

55 konnen. 

Unter Homoiogen der 35S und 19S Expressionssignale sind im Rahmen dieser Erfindung Sequenzen 
zu verstehen, die trotz geringer Sequenzunterschiede den Ausgangssequenzen im wesentlichen homolog 
sind und die nach wie vor die gleiche Funktion wie diese erfGllen. 
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Als AusgangsmateriaJ fQr die 35S-Transkriptionskontroll-Sequenzen kann erfindungsgemass z B. das 
Seal-Fragment das CaMV Stammes "S\ das die Nukieotide 6808-7632 der Genkarte umfasst (Frank G et 
al., 1980), verwendet werden. t 

Die 19S Promotor- und 5' nicht-translatierte Region befindet sich auf einem Genomfragment zwischen 
der PStl Sleiie (Position 5386) und der Hindlll-Stelle (Position 5850) der CaMV Genkarte (Hohn et al. t 1982). 
Die entsprechende Terminator- und 3' nichttransiatierte Region liegt auf einem EcoRV/Bglll-?ragment 
zwischen Position 7342 und 7643 des CaMV Genoms. 

Weiterhin bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die Expressionssignale des CaMV Stammes CM 
1841, dessen komplette Nukleotidsequenz bei Gardner RC et al, 1981 beschrieben ist 

En weiterer wirksamer Vertreter eines Pflanzen promoters, der Verwendung finden kann, ist ein 
uberproduzierender Pfianzenpromotor. Diese Art von Promotoren sollte, sofem sie in operabler Weise mit 
der Gensequenz, welche ein gewunschtes Genprodukt kodiert verknOpft ist in der Lage sein, die 
Expression besagter Gensequenz zu vermitteln. 

Ueberproduzierende Pfianzenpromotoren, die im Rahmen der voriiegenden Erfindung zur Anwendung 
kommen kQnnen, schliessen den Promotor der kleinen Untereinheit (small subunit ss) der Ribulose-1,5- 
bisphosphat-Carboxylase aus Sojabohnen [Berry-Lowe et ah, J. Molecular and App. Gen. , U 483-498 
(1982)] sowie den Promotor des Chlorophyll-a/b-Bindungsproteins ein. Diese beiden Promotorensind dafUr 
bekannt dass sie in eukaryontischen Pfianzenzelien durch Ucht induziert werden [siehe z.B. Genetic 
Engineering of Plants, an Agricultural Perspective , A. Cashmore. Plenum. New York 1983, Seite 29-38; 
Coruzzi G. efai.. The Journal of Biological Chemistry . 258: 1399 (1983) und Dunsmuir, P. et ah. Journal of 
Molecular and Applied 'Genetics , 2: 285 (1983)]. 

Die~verschiedenen DNA-Sequenzabschnitte kdnnen mit Hilfe an sich bekannter Methoden miteinander 
zu einer vollstSndigen kodlerenden DNA-Sequenz verknQpft werden. Geeignete Methoden schliessen 
beispielsweise die in vivo Rekombination von DNA-Sequenzen, die homologe Abschnitte aufweisen sowie 
die in vitro VerknOpfurig"vbn Restriktionsfragmenten mit ein. 

Als"Klbnierungsvektoren verwendet man im allgemeinen Plasmid- oder Virus-(Bakteriophage)-Vektoren 
mit Replikations- und Kontrollsequenzen, die von Spezies stammen, die mit der Wirtszelle kompatibel sind. 

Der Klonierungsvektor trMgt in der Regel einen Replikationsursprung, ausserdem spezifische Gene, die 
zu phaenotypischen Selektionsmerkmaien in der transformierten Wirtszelle fOhren, insbesondere zu Resi- 
stenzen gegenuber Antibiotika oder gegenOber bestimmten Herbiziden. Die transformierten Vektoren 
konnen anhand dieser phaenotypischen Marker nach einer Transformation in einer Wirtszelle selektiert 
werden. 

Selektierbare phaenotypische Marker, die im Rahmen dieser Erfindung Anwendung finden kcJnnen, 
umfassen beispielsweise, ohne das dies eine Umitierung des Erfindungsgegenstandes darstellt. Resisten- 
zen gegen Ampiciliin, Tetracyclin, Hygromycin, Kanamycin, Metotrexat. G418 und Neomycin. 

Als Wirtszellen kommen Im Rahmen dieser Erfindung Prokaryonten in Frage. einschliesslich bakterieller 
Wirte, wie z.B. A.tumefaciens, E.coli , S.typhimurium und Serratla marcescens , sowie Cyanobakterien. 
Femer kQnnen auch eukaryontische Wirte wie Hefen, mycelbildende Pilze und Pfianzenzelien im Rahmen 
dieser Erfindung verwendet werden. 

Das Bnspleissen der erfindungsgemassen hybriden Genkonstruktion in einen geeigneten Klonierungs- 
vektor erfolgt mit Hilfe von Standardmethoden wie sie z.B. bei Maniatis et ah. 1982 beschrieben sind. 

Dabei wird in der Regel der Vektor und die einzuspleissende DNA Sequenz zunSchst mit geeigneten 
Restriktions-Enzymen geschnitten. Geeignete Restriktionsenzyme sind z.B. solche, die Fragmente mit 
giatten Enden liefem, wie z.B. Smal. Hpal und EcoRV, oder aber Enzyme, die kohasive Enden bilden, wie 
z.B. EcoRI. Sacl und BamHI. 

Sowohl Fragmente mit giatten Enden wie auch solche mit kohSsiven Enden, die einander komplementar 
sind. kfinnen mit Hilfe geeigneter DNA-Ligasen wieder zu einem einheitlichen durchgehenden DNA-MolekUl 
verknQpft werden. 

Gtatte Enden kfinnen auch durch Behandlung von DNA-Fragmenten. die QberhSngende kohasive Enden 
aufweisen, mit dem Wenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase durch AuffOIIen der LQcken mit den 
entsprechenden komplementaren Nukleotiden hergestellt werden. 

Anderseits lassen sich auch kohasive Enden kUnstlich herstellen. z.B. durch AnfOgen komplementarer 
homopolymerer SchwSnze an die Enden einer gewunschten DNA-Sequenz sowie des geschnittenen 
VektormolekOls unter Verwendung einer terminalen Desoxynukleotidyi-Transferase oder aber durch AnfOgen 
synthetischer Oligonukleotid-Sequenzen (Unker), die eine Restriktionsschnittstelie tragen und anschliessen- 
des Schneiden mit dem entsprechenden Enzym. 

Der Klonierungsvektor und die mit diesem Vektor transformierte Wirtszelle werden erfindungsgemass 
dazu verwendet die Kopienzahl des Vektors zu erhdhen. Mit einer erhahten Kopienzahl ist as mdglich. den 
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Vektor, der die erfindungsgemiisse hybride Genkonstruktion trMgt zu isolieren und z.B. fUr die Bnschleu- 
sung der chimSren Gensequenz in die pflanzliche ZelEe zu verwenden. 

In einem weiteren Verfahrensschritt warden diese Plasmide dazu verwendet. die ein gewGnschtes 
Genprodukt kodierenden Strukturgene oder nichtkcdierende DNA-Sequenzen mit regulatorischer Funktion in 
s die pflanzliche Zeile einzuschleusen und in das Pflanzengenom zu integrieren. 

Bn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrtfft daher die Herstellung von pflanzlichen 
Rezipienten-Zeilen, welche besagtes Strukturgen Oder sonstige natQrliche ONA-Sequenzen in ihr Genom 
eingebaut enthaiten. 

Ebenfails umfasst vom breiten Konzept dfeser Erfindung sind transgene Pflanzen, die mit Hirfe des 
ro zuvor beschriebenen erfindungsgemassen Verfahrens transformiert worden sind sowie deren asexuelle 
und/oder sexuelle Nachkommenschaft, welche noch die durch die Transformation der Mutterpfianze 
bedingte(n) neue(n) und wUnschenswerte(n) Eigenschaft(en) aufweisen, sowie ailgemein pflanzliches Ver- 
mehrungsgut 

Unter den Begriff der asexuellen und/oder sexueiien Nachkommenschaft transgener Pflanzen fallen 
;s definitionsgemSss im Rahmen dieser Erfindung somit auch all© Mutanten und Varianten, welche noch die 
charakteristischen Bgenschaften der transformierten Ausgangspfianze aufweisen, sowie samtiiche 
Kreuzungs- und Fusionsprodukte mit dem transformierten Pflanzenmaterial. 

Unter dem Begriff des pflanzlichen Vermehrungsgutes sollen im Rahmen dieser Erfindung definitions- 
gem ass z.B. pflanzliche Protoplasten, Zeiten, Zeiiklone, Zellaggiomerate, Kallus- Gewebe- und/oder Organ- 
20 kuituren sowie Samen, Pollen, Szellen. Zygoten, Embryonen oder anderes aus Keimbahnzellen hervorge- 
gangenes Vermehrungsgut verstanden werden, wobei diese beispielhafte Aufzahlung keine Limitierung des 
Erfindungsgegenstandes bedeutet 

Pflanzenteile, wie z.B. BIQten, Stengel, FrOxhte. Blatter, Wurzeln, die von transgenen Pflanzen oder 
deren Nachkommen stammen, die zuvor mit Hiife des erfindungsgemassen Verfahrens transformiert worden 
25 sind und die somit wenigstens zurn Teil aus transgenen Zeilen aufgebaut sind, sind ebenfails Gegenstand 
dieser Erfindung. 

Das erfindungsgemSsse Verfahren eignet sich far die Transformation aller Pflanzen, insbesondere 
solchen der systematischen Gruppen Angiospermae und Gymnospermae. 

Unter den Gymnospermae sind von besonderem Interesse die Pflanzen der Klasse Coniferae . 
30 Unter den Angiospermae sind neben den LaubbSumen und Strauchern von besonderem Interesse 
Pflanzen der Familien Solanaceae , Crucrferae , Compositae , Liliaceae , Vitaceae , Chenopodiaceae , Rutaceae , 
Ailiaceae, Amaryllidaceae , Asparagaceae , Orchidaceae, Paimae , Bromeliaceae , Rubiaceae , Theaceae , Mu- 
saceae, Malvaceae oder Gramineae und der Ordnung Leguminosae und hier vor ailem der Familie 
Papilionaceae. Bevorzugt sind Vertreter der Solanaceae , Cruciferae, Leguminosae , Malvaceae und Grami- 
35 neae . 

Zu den Zielkulturen im Rahmen der vorliegenden Erfindung zShlen beispielsweise auch jene, ausge- 
wahlt aus der Reihe: Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella. Vlgna, Citrus, Linum, 
Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscya- 
mus, Lycopersicon, Nicotiana. Solanum, Petunia, Digitalis. Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, 
40 Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum. Pennisetum, Ranunculus, 
Senecio, "SaJpiglossis, Cucumis, Browallia, Glycine, Lolium, Zea, Trrticum und Sorghum, Gossypium, 
Ipomoea, Passfflora, Cyclamen, Malus. Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, Allium, Lilium, Narcissus, 
AnanaaTArachis, Phaseolus und Plsum . 

Beaxiders bevozugt sind dabei Vertreter aus der Familie der Gramineae , wie z.B. Pflanzen, die 
45 grossflSchig angebaut werden und hohe Emteertrage Hefem. AIs Beispiele seien genannt: Mais, Reis, 
Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Hirse oder Sorghum sowie WeidegrSser. 

Weitere Zielkulturen, die besonders bevorzugt sind fdr die Verwendung in dem erfindungsgemassen 
Verfahren, sind beispielsweise Pflanzen der Gattungen Allium , Avena, Hordeum , Oryza, Panicum , Saccha- 
rum, Secale, Setaria, Sorghum. Triticum , Zea, Musa, Cocos, Phoenix und Elaeis. 
so Der Nachweis einer erfoigreichen Transformation kann auf an sich bekannte Weise erfolgen, beispiels- 
weise durch molekularbioiogische Untersuchungen, zu denen besonders die "Southern blof-Analyse 
gehort 

Die extrahierte DNA wird dabei zunachst mit Restriktionsenzymen behandelt, anschliessend einer 
Elektrophorese In einem 0.8%igen bis 1%igen Agarose-Gel unterworfen, auf eine Nitrozellulosemembran 
55 [Southern, E.M., J.Mol.Biol. 98, 503-517 (1975)] transferiert und mit der nachzuweisenden DNA, welche 
zuvor einer Nick Translation [Rigby, W.J., Dieckmann, M., Rhodes, C. und P. Berg, J.Mol.Biol. 113, 237- 
251)] unterworfen wurde (DNA-spezifische Aktivitaten von 5 x 10 8 bis 10 x 10 s c.p.mVug), hybridisiert. Die 
Rlter werden dreimaf je eine Stunde lang mit einer wassrigen Ldsung von 0.03 M Natriumcitrat und 0.3 M 
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Natriumchtorid bei 65* C gewaschen. Die hybridisierte ONA wird durch Schwarzung eines RSntgenfitms 
wahrend 24 bis 48 Stunden sichtbar gemacht 

Zur Illustration der eher allgemeinen Beschreibung sowie zum besseren VerstMndnis der vortiegenden 
Erfindung soil nunmehr auf spezifische Ausftihrungsbeispiele Bezug genommen warden, die keinen limitie- 
5 renden Charakter haben, es sei denn. es wird speziell darauf hingewiesen. Oas gleiche gilt auch fQr aJle 
beispielhaften Aufzahlungen. die in der vorangegangenen Beschreibung enthalten sind. 



Nicrttlimitierende Ausfuhrungsbeispiele: 

w 

Beispiel 1: Konstruktion des Plasmids pABDI 

Man zerschneidet die frei zugSnglichen Plasmide pkm 21 und pkm 244 [Beck, E. et al. Gene 19, 327- 

rs 336 (1982)] mit der Restriktions-Endonuclease Pstl. Die Fragmente der Plasmide, welche fur die Rekombi- 
nation verwendet werden. werden durch Elektrophorese in 0,8%igem Agarose-Gel gereinigt Das aus der 
Verbindung der BruchstUcke erhattene Plasmid pkm 21244 enthSIt eine Kombination der 5'- und 3'-Bai 31 • 
Deletionen des NPT-il-Gens, wie von Beck et al. in Gene 19, 327-339 (1982) beschrieben. Um das 
Promotorsignal des Cauliflower-Mosaik- Virus mit dem HindllPPragment des Plasmids pkm 21244 zu 

20 verbinden. wird das Kuppiungsplasmid pJPAX konstruiert Das Kupplungsplasmid pJPAX wird aus den Plas 
miden pUC8 und pUC9 (Messing, J. and J. Vieira, Gene 19, 269-276 (1982)] erhalten. 10 Basenpaare von 
der Kupplungssequenz des Plasmids pUC9 werden durch Zerschneiden bei der Hindlll- und der Sail- 
Position und nachfolgendem AuffUllen der haftf2higen Enden mit dem Poiymerase-l-KlenowFragment 
[Jacobsen, H., et al., Eur. J. Biochem. 45, 623, (1974)] und Verbinden der Polynukleotidkette. wodurch die 

25 Hindlll-Position"wieder hergestellt wird, hirausgetrennt En synthetisches Kupplungsglied von 8 Basenpaa- 
ren (Xhol) wird an der Smal-Position dieser abgetrennten Kupplungssequenz eingeftigt Die Rekombination 
der geeigneten Xorl- und Hindlll-Fragmente des Plasmids pUC8 und des modifizierten Plasmids pUC9 
ergibt das Plasmid pJPAX mit einer teilweise asymmetrischen Kupplungssequenz mit den aufeinander 
folgenden Restriktionsstelien: EcoRI, Smai, BamHI. Sail, Pstl. Hindlll, BamHI, Xhol und EcoRI. Die CaMV 

30 Gen VI Promotor-Region. die mit dem NPT II Strukturgen verknUpft wird, stammt aus dem Genom des 
CaMV-Stammes CM 4-184, einer Variante des CaMV-Stammes CM 1841, dessen komplette Nukieotidse- 
quenz bei Gardner RC et al, 1981 beschrieben ist Die CaMV Promotor-Region wird in dem 6 kBp (kBp: 
1000 Basenpaare) umfaisenden Cosmid pHC 79, einem Abkommling des E. coli Plasmids pBR322 [Hohn 
B and Collins J, 1980], kloniert. wobei das CaMV Genom sowie das Cosmid pHC79 mit Bstll geschnitten 

35 und die resultierenden BruchstOcke miteinander verknUpft werden. Die Verbindung des 5 -Expressionssi- 
gnals des Cauiiflower-Mosaik-Virus-Gens VI und des Hlndlll-Fragments des NPT-ll-Gens wird beim Plasmid 
pJPAX durch EinfOgung der Promotorregion des Cauliflower-Mosaik-Virus-Gens VI zwischen die Pstl-und 
die nnd Ill-Position bewirkt Das so erhaltene Plasmid wird an der einzigen Hindlll-Position aufgeschnitten 
und das Hindlll-Fragment des Plasmids pkm 21244 wird in^diese Schnittstelle in beiden Orientierungsrich- 

40 tungen eingebaut wobel man die Plasmide pJPAX Cakm* und pJPAX Cakm" erhMIt Um eine EcoRV- 
Sequenz in der NShe des 3'Terminationssignais des NPT-II-Hybridgens zu schaffen. wird ein BamHI- 
Fragment des Plasmids pJPAX Cakm* in die BamHI-Position des Plasmids pBR327 [Soberon, X. et al., 
Gene 9, 287-305 (1980)] eingebaut Man erhSIt das Plasmid pBR327 Cakm. Das EcoRV-Fragment des 
Plasmids pBR327 Cakm, das die neue DNA-Konstruktion enthSIt, wird verwendet. um die EcoRV-Region 

45 des Cauiiflower-Mosaik-Virus-Gens VI zu ersetzen, welches an der Sail-Position im Plasmid pUC8 kloniert 
ist wodurch man die Protein-kodlerende DNA-Sequenz des NPT-II- Gens unter die Kontrolle der 5 - und 3 - 
Expressionssignaie des Cauiiflower-Mosaik-Virus-Gens VI stellt Die so hergestellten Plasmide tragen die 
Bezeichnung pABDI und pABDII. 

50 

Beispiel 2: Konstruktion des Plasmids pDH51 

Das Plasmid pDH 51 ist bei Pietrzak et at, 1986 beschrieben. Dieses Plasmid enthSIt die 35S 
Promotor-Region und Terminator-Region von CaMV, die getrennt sind durch eine eingeschobene 
55 Poiylinker-Region, die zahlreicrte Wonierungsstellen enthSIt 

Als Ausgangsmaterial fQr die 35S Promotor-/Terminator Region dient ein Seal-Fragment von CaMV "S . 
das die Nukleotide 6808-7632 der Genkarte (Frank G et aK, Cell, 21^: 285-294, 1980) umfasst und das in die 
Smal-Steile von pUCl8 {Norrander J. et al., Gene , 26: 101-106. 1983) eingespleisst wird. unter Bildung von 
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Plasmid pDB21. Dies wird anschliessend mit dem Restriktionsenzym Hphl verdaut Die kohasiven Enden 
werden durch Behandlung mit T4 DNA Polymerase entfemt. 

Bn Fragment, welches die 35S Promotor-Region enthalt [pUCl8 pos. 21 (Hphl}-412 (Smal) plus CaMV 
pos. 6808-7437 (Hphl)] wird mit Kpnl Linkem verknQpft, mit Ncol {pos. 6909 CaMV) geschnitten, die 
5 kohSsiven Enden mit Hiife des Klenow-Fragments der ONA-Polymerase aufgefUItt mit EcoRI-Linkem 
verknupft und schliessiich mit EcoRI und Kpnl verdaut. 

Das result'erende EcoRI/Kpnl-Fragment das die CaMV Promotor-Sequenz enthalt, wird dann in das 
Plasmid pUC18 zwischen die Kpnl und EcoRI Restriktionsschnittstellen eingespleisst. Man erhait auf diese 
Weise das Plasmid pDG2. 

to Bn zweites Fragment das die Terminationssignale tragt [CaMV ops. 7439 (Hphi)-7632 plus PUC18 pos. 
413-1550 (Hphl)], wird mit EcoRI geschnitten, die kohSsiven Enden werden mit Klenow aufgefGIlt, mit Hindlll 
Linkern versehen und mit Hindlll und Sphl verdaut. 

Das resultierende Sphl-Hindlll Fragment das die CaMV Terrninator-Sequenz enthalt, wird dann in das 
Plasmid pDG2 eingespleisst und zwar in die Hindlll und Sphl Restziktionsschnittsteilen. 

75 

Beispiel 3: Konstruktion des Plasmids pHP23 

Die Konstruktion von Plasmid pHP23 erfolgt durch Insertion eines EcoRVFragments des Plasmids 
20 pA8D1, welches das APH(3)I!-Strukturgen sowie einen Teil der 19S RNA Promotor-Sequenz von CaMV 
enthalt, in die SmaJ-Schntttstelle des Plasmids pDH51. 

Beispiel 4: Isolierung und Injektion von zygotischen Mais-Embryonen 

25 

a) Isolierung und Selektion der Embryonen von Mais 

Junge zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus Zea mays cv. Alpine, cv. Issar, G-4083 
30 oder cv. Tokano, 3 bis 22 Tage nach Bestaubung isoliert (vgl. Abb. 1 Phase 17 bis 30). 

Die Maiskolben werden durch eine 70%ige Ethanolbehandlung fur 30 Sekunden Oberflachen-sterilisiert. und 
die vereinzelten jungen Maiskorner in -mit sterilem destiilierten Wasser feuchtgehaltenen - Petrischalen bis 
zur Isolierung der zygotischen Embryonen aufbewahrt 

Die zygotischen Embryonen werden unter mikroskopischer Kontrolle (10-50x Vergrosserung) mit Hilfe 
35 feiner Skalpelle und feiner Pinzetten isoliert GrSsse und Entwicklungs stadium der isolierten Embryonen 
bewegt sich in einem Bereich zwischen Phase 17 und 30 der Abbildung 1. 
Die Isolierung erfolgt zweckmSssigerweise durch 

a) Herausschneiden eines medianen tangsschnittes im Bereich des Nucellus, 

b) anschliessende Preparation des Embryosackes und 

40 c) HerausprSparieren des Embryos aus dem isolierten Embryosack. 

FOr die Auswahl der Embryonen verwendet man in der Regel ein Stereomikroskop (50x • 200x) oder ein 
Inversionsmikroskop (60x-200x) sowie eine von Hand ausgezogene Mikrokapiilare, die mit einem Silikon- 
schlauch verbunden ist (ftir Embryonen von mehr ais 20 Zellen) oder aber ein spezielles Mikroseiektionssy- 
46 stem, das bei Koop und Schweiger, 1985; Spangenberg, 1988 und Schweiger et at, 1987 beschrieben ist. 

Gleich nach der Isolierung werden die so ausgelesenen zygotischen Proembryonen und Embryonen fUr 
die nachfolgende Mikroinjektion in 50 u.l bis 100 nl Trdpfchen von Kulturmedium (M1) ohne Ficoll 
transferiert. die zuvor auf DeckglMsern von 24 mm bis 40 mm aufgetragen wurden. Diese Mikroinjektions- 
platten werden in Abschnitt [b); C)] beschrieben. Bis zur Injektion werden die Mikroinjektionsplatten in 
so einem Zwei-Kompartimenten-System, wie in Abschnitt (c) beschrieben, eingebracht. 



b) Mikroinjektion von pHP23 Plasmid-DNA in Mais-Embryonen 

55 

A) Apparatur 

Die Mikroinjektion der Mais-Embryonen und -Proembryonen wird unter mikroskopischer Beobachtung 
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an einem inversen Mikroskop oder einem Stereomikroskop mit einer Kombination aus Auf- und Durchlicht 
durchgefOhrt Die Vergrosserung hangt von der Grosse der Embryonen ab und schwankt zwischen 10- 
800facher VergrQsserung. 

Die Manipulation der zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen wird mit Hilfe von zwei Mikromanipu- 
s latoren durchgefOhrt die am Mikroskoptisch befestigt sein kdnnen (motorisch betriebene Manipulatoren) 

Oder seitllch neben dem Mikroskop stehen (mechanische Manipulatoren). Beide Mi kro manipulatoren sind 

mit Kapillarhafterungen ausgerOstet 

Als Mikroinjektionskapillare werden Mikroelektrodenkapillaren mit eingeschmoizenen Glasfilamenten aus 

Borosilikat verwendet die einen Aussendurchmesser von 1,00 mm bis 1,50 mm aufweisen. Zur Fixierung 
to der Embryonen beim Injektionsvorgang werden speziell fOr diesen Zweck hergestellte Haltekapillaren 

verwendet Es handelt sich dabei urn Glasrohrabschnitte aus Sodaglass mit einem Aussendurchmesser von 

1,00 mm bis 1,50 mm. Beide Kapillarentypen werden auf einem handelstiblichen Kapillarenziehgerat 

ausgezogen, sodass geeignete Injektionskapiflaren (Spitzdurchmesser ca. 3 1 urn) und Haltekapillaren 

entstehen. 

rs Zur Fertigstellung der Haltekapillaren verwendet man eine Mlkroschmiede, auf der die ausgezogene 

Haltekapillare vertikai am erforderlichen Oeffnungsdurchmesser von 0,02 mm bis 1,00 mm gebrochen und 

poliert wird (abgerundetes Ende mit kleiner Oeffnung). 

Die Injektion der DNA-Ldsung erfolgt Uber einen Mikroinjektor. Es handelt sich dabei urn eine 

pneumatisch betriebene Druckvorrichtung, die eine sehr fein dosierte Injektion in die Zellen der Embryonen 
20 ermdglicht Das Injektionsvolumen schwankt je nach Zellgrdsse zwischen 1 pi und 100 pi. Geeignete 

Mikroinjektoren konnen beispielsweise bei der Firma Eppendorf, FRG oder Fa. Bachhofer. FRG bezogen 

werden. 

25 B) DNA-LQsung 

Bei der mikroinjizierten DNA-Losung (0,01 ug/Ul bis 2.0 ug/Ul) handelt es sich urn Uberspiralisierte oder 
linearisierte pHP23 DNA oder aber urn ein Gemisch aus Oberspiraiisierter und linearisierter pHP23 DNA in 
einem Tris-HCI Puffer, bestehend aus 50 mM Tris-HCI, pH 7-7,8 und 50 mM NaCI. 

30 

C) Mikroinjektion 

Die Mikroinjektion der zuvor beschriebenen DNA-haltigen L5sung in die Zellen von Mais-Embryonen 
35 bzw. Proembryonen erfolgt analog dem bei Neuhaus et ai., 1984; 1986 beschriebenen Verfahren. Die fUr 
die Mikroinjektion bevorzugten Bereiche sind in Abb. 1 durch Pfeile markiert 

Zunachst wird ein Deckglas (24x40 mm) halbsertig mit einem weiteren Deckglas (5 x 30 mm bis 35 
mm) oder einem transparenten Tesafilmstrerfen aus 1-4 Ubereinander liegenden Schichten der gieichen 
GrcSsse auf der Langsseite beklebt, sodass eine Kante entsteht Auf das so prSparierte Deckglas werden die 
40 Embryonen in 10 ul bis 200 ul Medientropfen Kulturmedium M1 ohne Ficoll transferiert Mit Hiife der 
Haitekapillare werden kleine Embryonen wahrend der Injektion festgehaiten, grcSssere Embryonen werden 
mit Hilfe der Haltekapillare und der Deckglaskante flxiert und anschiiessend injiziert. Jeder Embryo wird je 
nach Zellzahl 4x bis 60x injiziert und zwischen den einzelnen Injektionsvorgangen gedreht, sodass 
mSgiichst alle Zellen getroffen werden. Anschiiessend werden die injizierten zygotischen Embryonen in 
45 dem entsprechenden Medium weiterkultiviert. 

c) Mikrokultivierung von mikroinjizierten Proembryonen und Embryonen von Mais 

so Unmittelbar nach erfolgter Injektion werden die Embryonen mit einer von Hand ausgezogene Mikroka- 
pillare, die mit einem Silikonschlauch verbunden ist oder mit der gebogenen Spitze einer Nadel in die 
Vertiefungen einer Polycarbonat-Mikrokultivierungsplatte (Spangenberg, 1986; Spangenberg et af. 1986) 
transferiert die jeweils 0.5 ul bis 2 ul Kulturmedium (M1) mrt Ficoll enthatten. Alternate hierzu kQnnen auch 
ca. 1 ul eines mrt niedrig schmelzender Agarose (z.B. Sea Plaque®) verfestigten Mi-Mediums in jede 

55 Vertiefung eingebracht und die Proembryonen bzw. Embryonen in ca. 1 ul eines flQssigen Mi-Mediums, das 
uber das verfestigte Medium geschichtet wird, kultiviert werden. 

In der Regel werden die mikroinjizierten Embryonen einzeln mikrokultiviert. Es konnen aber auch bis zu 
5 Embryonen zusammen in eine Vertiefung der Polycarbonat-Mikrokultivierungsplatte gegeben werden. 
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Die mrt mikroinjizierten Embryonen beladenen Mikrokulturpiatten werden in einem Zwei- 
Kompartimenten-System ("Falcon organ tissue culture dish"; Fa. Falcon. USA) eingebracht. das als feuchte 
Kammer fungiert und in der Regel im Susseren Kompartiment 2 ml bis 4 ml einer 0,2 M Mannrt-LSsung 
(Koop und Schweiger, 1985; Spangenberg et al. 1986) Wasser oder Ml-Kulturmedium enthalt 

s Selbstvers&ndlich kann auch jedes andere, fOr die Kultivierung der Embryonen geeignete Zwei- 
Kompartimenten-System verwendet werden. 

Alle 2 bis 3 Tage werden die injizierten Embryonen in frisches Kulturmedlum (M1) mit Rcoli transferiert. 
wobei es von ihrem Entwicklungsstadium abhSngt, ob sie in gleiches Volumen oder iiTgrSsseres Volumen 
von 4 ul bis 10 ul auf TerasaWplatten (Mikrowellplatte; 60 x 10 ul. Nunc, Roskilde, Danemark) UberfQhrt 

70 werden. 

Die Petrischalen (Zwei-Kompartimenten-System und Terasakiplatten) werden anschliessend mtt Para- 
film verschlossen und bei einer Temperatur von 25* bis 28* C in Dunkelheit oder einem Hell (Dammerlicht. 
ca. 500 lux)/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden inkubiert. 

15 

d) Kultivierung der Embryonen und Regeneration ganzer Mais-Pflanzen 

Nach dieser Zeit (10 bis 30 Tage nach Injektion) werden die gekeimten PflSnzchen (LSnge 1 cm bis 3 
cm), die aus 10 % bis 60 % der Proembryonen (vgl. Stadium 17 bis 24 der Abb. 1) und mehr als 90 % der 

20 injizierten Embryonen (vgl. Stadium 17 bis 24 der Abb. 1) erhaJten werden, auf grdssere KulturgefSsse (z.B. 
330 ml Kulturdosen 68x110 mm, Fa. Greiner, FRQ) Ubertragen, die 30 ml bis 50 ml festes Kuiturmedium 
(M2) oder mit Gelrrte verfestigtes MS-Medium ohne Hormonzusatz enthaJten. Die Maispflanzen werden bei 
25* bis 28* C und einem Hell/Dunkel Rhythmus von 18/8 Stunden (4000 Lux, kaites Weisslicht) kultiviert, 
bis Wurzeibildung einsetzt und die PflSnzchen eine Gr5sse von 5 cm bis 15 cm erreicht haben. Dies 

25 geschieht in der Regel nach 15 bis 20 Tagen, danach werden die Pflanzen in das GewSchshaus gebracht, 
in Erde UberfQhrt und wie normale Maiskeimlinge bis zur Reife der Pflanzen weiterkultiviert. 



30 
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Tabelle 1 



Kulturmedium (M1) fUr die 


kultivierung zygotischer 


Mais-Embryonen 


Kulturmedium M1 


Konzentration 


Bestandteil 


(mg/l) 


NH4NO3 


1650 


KNOa 


iauu 


CaCl2 # 2 H 2 0 


440 


MgSOi'2 H2O 


370 


NH2PO* 


170 


FeNa2*cDTA 


4U 


H3B03 


6,2 


MnSOi*4H 2 0 


22.3 


ZnS04*4H 2 0 


8,6 


Kl 


0.83 


Na2MoO*'2H 2 0 


0.25 


CuSCVS H 2 0 


0.025 


BAP 1 


1 


Glutamin 


750 


Myo-inosit 


100 


Thiamin-HCI 


0.4 


Saccharose 


60000 


Ficoll 400® 2 


200000 


Agarose 


6000 


pH 5,6 





1 BAP Benzylaminopurin 

2 Rcoll 400® (Pharmacia:Synthetisches Polymer aus einer 
Co-Polymeristion von Saccharose und Epichlorhydrin mit einem 
Molekulargewicht von 400000. 
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Tabelle 2 



Kulturmedium (M2) fQr die 


kultivierung zygotischer 


Mais-Embryonen 


Kulturmedium M2 


Konzentration 


Bestandteil 


(mg/1) 


KH2PO* 


oOU 


KNO3 


1000 


NhLNOa 


1000 


Ca(N0 3 )**4H a O 


500 


MgSO*'7H 2 0 


72 


KCI 


65 


MnSOi*H 2 0 


5,0 . 


Na 2 MoO**2 H 2 0 


0,25 


ZnSO* HaO 


n 17 
O f l ( 


H3BO3 


0 f 16 


Kl 


0.08 


Na 2 -EDTA 


37,25 


FeSOi # 7H 2 0 


27,85 


Nikotinsaure 


5,0 


Pyridoxin-HCI 


5.0 


Thiamin-HCI 


1.0 


tnosit 


100 


Glycin 


2.0 


IAA 3 


0.5 


Saccharose 


20000 


Agar 


8000 


Aktivkohle 


500 


pH 5,9 





3 IAA Indolessigsaure 



Beispiel 5: Isoiierung und Injektion von zygotischen Raps-Embryonen 



a) Isoiierung und Selektion von Raps-Embryonen 

Unretfe zygotische Embryonen werden aus Brassica napus L (Genotyp CrGC 5 "rapid cycling") und 
cv. BronowsW Ag903 isoliert, die im Gewachshaus bei einer Temperatur von 16 C und einem Hell/Dunkel- 
Rhythmus von 16/8 Stunden gezogen werden. 

3 cm bis 6 cm lange Schoten werden 5 bis 20 Tage, vorzugsweise 8 bis 15 Tage nach der Bes&ubung 
der Raps-Pflanzen gesammeit 30 Minuten in 1%iger Calciumhypochloritidsung Oberflachen-sterilisiert und 
dreimai in sterilem destilliertem Wasser gewaschen. Anschliessend werden 5 bis 8 Schoten zusammen in 
eine Petrischale (10 cm Durchmesser) mit 4 ml destilliertem Wasser UberfQhrt Die Petrischaien werden mit 
Parafilm verschlossen und bei 4* C Oder bei Raumtemperatur (25' bis 28* C) bis zur Isoiierung der unreifen 
zygotischen Embryonen aufbewahrt Mit Hilfe feiner Pinzetten und Skalpelle werden die Schoten urrter 
optischer Kontrolle bei einer 10- bis 20-fachen VergrQsserung unter einem Stereomikroskop geoffnet 8 bis 
15 Samenanlagen' werden den Schoten entnommen, in 1 ml bis 3 ml hormonfreies Kulturmedium (R3) in 
Petrischaien von 6 cm Durchmesser UberfQhrt und bei 4*C Oder 25* C bis zur Isoiierung der zygotischen 
Embryonen aufbewahrt Anschliessend werden mit Hilfe zweier Prapariemadeln die Samenanlagen geoffnet 
und die zygotischen Embryonen in Entwicklungsstadien und GrSssen, die frOhe globulare Proembryonaista- 
dien (vgl Abb. 2. Phase 0. P. Q) bis frth- oder spit-kotyledonMre ca 2000-zellige Stadien (vgl. Abb. 2. 
Phase R, S, T) umfassen. unter mikroskopischer Kontrolle isoliert Gleich nach der Isoiierung werden die 
Embryonen analog zu dem unter Punkt 1a) beschriebenen Verfahren ausgelesen, wobei in diesem Falle 
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hormonfreies Medium (R3) anstelle des unter Punkt 1a) genannten Mediums (M1) ohne Rcoll verwendet 
wird. 



5 b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Raps-Embryonen 

Die Bnschleusung von pHP23 DNA in Raps-Embryonen via Mikroinjektion wird in genau analoger 
Weise zu dem unter Punkt 4b) beschriebenen Verfahren durchgefUhrt 

Die fQr die Mikroinjektion bevorzugten Bereiche sind in Abb. 2 mit Pfeilen markiert 

10 

c) Mikrokultivierung mikroinjizierter Raps-Embryonen 

Die Mikrokultivierung der mikroinjtzierten Rapsembryonen wird analog zu dem unter Punkt 4c) fur die 
is Kultivierung der Maisembryonen bechriebenen Verfahren durchgefOhrt In diesem Fail werden jedoch die 
Vertiefungen der Polycarbonat-Mikrokufturpiatten in Abhangigkert von Grosse und Entwicklungsstadium der 
mikroinjizierten Rapsembryonen mit verschiedenen Kulturmedien aufgefGllt Junge globullre Embryonen bis 
Embryonen im frOhen herzfarmigen Stadium werden in 0,5 ill bis 1,0 ul fiassiges Endosperm transferiert, 
das durch Absaugen des InhaJtes einer unreifen Raps-Samenanlage, die sich in einem ahnlichen Entwick- 
20 (ungsstadium befindet isoiiert wird. 

Raps-Embryonen im spaten herzfSrmigen bis frOhen Torpedo-Stadium werden in 0,5 ul bis 1,0 ul 
Gemisch von fiUssigem Rapsendosperm (wie oben gewonnen) und synthetischem Kulturmedium (R3) 
(normalerweise ein 1:1 Gemisch) mikrokultrviert 

Mikroinjizierte Raps-Embryonen, die sich im spaten Torpedo-Stadium bis frtihen Kotyledonar-Stadium 
25 befinden, werden direkt auf 0,5 ul bis 1,0 ul synthetischem Kulturmedium (R3) mikrokultiviert 

Die mikroinjizierten Embryonen werden in einer Dichte von 1 bis 5 Embryonen/Vertiefung auf den 
Mikrokuiturplatten kultiviert, und in dem als Feuchtekammer dienenden Zwei-Kompartimenten-System (wie 
unter Punkt 4c) beschrieben) bei 25 *C im Dunkeln oder im Hell (DSmmeriicht, ca. 500 lux)/Dunkel 
Rhythmus von 1 6/8 Stunden inkubiert 

30 

d) Kultivierung der mikroinjizierten Raps-Embryonen und Regeneration ganzer Pfianzen 

Jeden 2. und 4. Tag, beginnend 1 bis 4 Tage nach der Mikroinjektion und in Abhangigkeit von der 
35 Grosse und dem Entwicklungsstadium der mikroinjizierten Raps-Embryonen, werden dlese auf Vertiefungen 
von Poly carbonat-MikrokuIturplatten mit 0,5 ul bis 2.0 ul flOssigem Kulturmedium (R3) oder in 4 ul bis 10 
ul des Kulturmediums (R4) in Vertiefungen von TerasaW-Platten UberfUhrt 

Der kleine Volumenbereich (0,5 ul bis 2.0 ul) wird K3r junge Raps-Embryonen, die Entwicklungsstadien 
zwischen dem frUhen herzfSrmigen- und dem frOhen Torpedo-Stadium erreicht haben. benutzt Der grosse 
40 Volumenbereich wird (4 ul bis 10 ui) dagegen fOr mikroinjizierte Embryonen im Entwicklungsstadium 
zwischen dem sp£ten Torpedo-Stadium und dem spSten Kotyiedonar-Stadium angewandt 

Diese Kulturphase erfolgt bei einer Temperatur von 25* bis 28' C und in einem Hell/Dunkel Rhythmus 
von 16/8 Stunden (4000 Lux kaltes Weissiicht). 

Die Regeneration ganzer Pfianzen aus den mikroinjizierten Raps-Embryonen, sowie die Induktion von 
43 sekundMren Embryonen aus dem Stengel der Primarregenerate geschieht durch Transfer der mikroinjizier- 
ten Raps-Embryonen auf testes Kulturmedium (R5). Normalerweise werden irnmer 5 Embryonen zusammen 
auf 7 ml Kulturmedium (R5) in Petrischalen von 8 cm Durchmesser transferiert Die Petrischalen werden 
anschliessend mit Parafilm versiegelt und bei 25* bis 28* C in einem Hell/Dunkel Rhythmus von 16/8 
Stunden (4000 Lux, kaites Weissiicht) fUr 1 bis 3 Wochen bis zur Pflanzenregeneration oder zur Induktion 
so einer Sekundirembryogenese inkubiert 

Nach der Regeneration grOner PflSnzchen - durch direkte Keimung der mikroinjizierten Primar- 
Embryonen oder durch Differenzierung der induzierten SekundMr-Embryoide - werden diese fUr die weitere 
Entwicklung in 50 ml Plastik-Container mit 25 ml Kulturmedium (R6) uberfUhrt und bei einer Temperatur 
von 23 "C bis 28 'C und einer Beleuchtungsdauer von 10 bis 18 Stunden (4000 Lux. kaites Weissiicht) 
55 kultiviert bis sie eine Gr6sse von 1 cm bis 3 cm erreicht haben. 

Nach der Ausbildung von Spross und Wurzeln werden die Raps-PflMnzchen in 330 ml Kulturdosen mit 
30 ml bis 50 ml festes Kulturmedium (R8) QberfQhrt, bis sie eine Grdsse von 5-10 cm erreicht haben. Dies 
geschieht in der Regel nach weiteren 1 bis 3 Wochen, danach werden die Pfianzen in das GewSchshaus 
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gebracht und weiterfiin wie normale Raps-Pfiinzchen bis zur Reife der Pflanzen gezogen. 

Tabeile 3 





Kulturmedien (R3; R*) fQr die kultivieaing 




zygotischer Raps-Embryonen 




Bestandteil 


Konzentration (mg/1) 


10 




Ra 


Re 




Ca(N0 3 )a'4 H 2 0 


500 


500 




KNO3 


125 


125 




MgSOi*7H a O 


125 


125 




KH 2 POi 






15 


MnSO t # 4H a O 


25 


25 




H3BO3 


10 


10 




ZnSOi*4H 2 0 


10 


10 




Na 2 MoO* # 2H 2 0 


0,25 


0.25 




CuS<V5H 2 0 


0,025 


0,025 


20 


CoCI 2 *8 H 2 0 


0,025 


0,025 




Naa-EDTA 


37,3 


37.3 




FeSOi*7H 2 0 


27.8 


27,8 




Glycin 


2 


2 




Nikotinsaure 


5 


5 


25 


Pyridoxin-HCI 


0,5 


0,5 




Thiarnin-HCI 


0,5 


0,5 




FolsSure 


0,5 


0,5 




Biotin 


0.05 


0,05 




Inosrt 


100 


100 


30 


Glutamin 


1000 


1000 




Asparagin 


1000 






Serin 




100 




Saccharose 


20000 


120000 




BAP 4 


0,1 


0,2 


35 


IAA 5 


0,5 


0,3 




NAA 6 




0,5 






pH5.8 


pH 6,0 



* BAP: Benzylaminopurin 

s IAA: [ndolessigs2ure 

6 NAA; NaphthyM-essigsaure 



45 
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Tabelle 4 



Kulturmedien (Ra; R*) fUr die kuttivierung 
zygotischer Raps-Embryonen 


Bestandteil 


Konzentration (mg/l) 


Rs 




KN0 3 


9500 


2500 


CaCI 2 '2H 2 0 




150 


MgSO**7H 2 0 


250 


250 


(NH*)S04 


l w*r 


1 04 

1 w*» 


NaH 2 P(VH 2 0 


icn 


150 


Kl 


n 75 


O 75 


H3BO3 




^ 0 


MnS<VH 2 0 


inn 




ZnS<V4H 2 0 


2,0 


2,0 


Na 2 MoO* # 2H 2 0 


0.25 


0,25 


CuSOi 5 H 2 0 


0.025 


0,025 


CoCI 2 '6H 2 0 


0,025 


0,025 


Na 2 -EDTA 


37.3 


37.3 


FeSCU'7H 2 0 


27,8 


27.8 


Inosit 


100 


100 


Nikotinsaure 


1,0 




Pyridoxin-HCl 


1.0 




Thiamin-HCI 


10,0 




Saccharose 


30000 


100 


BAP 7 


0,05 




Difco-Bacto® Agar 


8000 


7000 


Akttvkohfe 




1000 




pH 5.8 


pH 5,8 



7 BAP: Benzylaminopurin 



35 

Beispiel 6a: Isolierung und Injektion von zygotischen Weizen-Proembryonen und -Embryonen mit anschlies- 
sender direkter Keimung"" 

40 

a) Isolierung und Selektion zygotischer Weizen-Proembryonen und -Embryonen 

Die Isolierung unreifer zygotischer Embryonen erfolgt 4 bis 12 Tage nach der Bes&ubung aus den 
unreifen Samenaniagen von Weizen. 
45 Die Preparation und Selektion der zygotischen Embryonen wird in genau analoger Weise zu dem unter 
Punkt 4a) fOr Mais bzw. dem unter Punkte 5a) fOr Raps beschriebenen Verfahren durchgeffihrt. 

Nach der Oberfllchen-Sterilisation der Samenaniagen und dem Einbringen in destilliertes Wasser 
werden die zygotischen Embryonen mit Hffie eines Stereomikroskops, feiner Skalpelle sowie feiner 
Pinzetten isoiiert und anschliessend fOr die nachfolgende Mikroinjektion seiektioniert Am besten geeignet 
so fur die Mikroinjektion sind Embryonen, die sich zwischen dem 16 und 500 Zellenstadium befinden. 

Die isolierten und selektionierten zygotischen Embryonen werden zunMchst auf quadratische Plastik- 
schalchen. die jeweils 4 Vertiefungen aufweisen (Murtidish 4, Nuncton Delta SI, Fa. Nunc. DMnemark). in 0,5 
ml Kuiturmedium W1 (Tabelle 5) transferiert Dort werden sie in der Regel fUr einen Tag bei einer 
Temperatur von 4' C im Dunkein belassen. Die bevorzugte Kultivierungsdichte liegt bei 8 bis 10 Embryonen 
55 pro Vertiefung. 



b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Weizen-Proembryonen und -Embryonen 



23 



BP 0 331 083 A2 

Die Enschieusung von pHP23 DNA in Welzen Embryonen via Mikroinjektion wird in genau analoger 
Weise zu dem unter Punkt 4b) beschriebenen Verfahren durchgefdhrt Die Injektion der ON A haitigen 
Ldsung erfolgt bevorzugt im Bereich der embryonalen Achse, einer Region meristemoider Zeilen, aus 
denen spSter die Plumula und die Radicula hervorgehen. 

5 

c) Mikrokurtivierung mikroinjizierter Weizen-Proembryonen und -Embryonen 

Nach der Mikroinjektion werden die injizierten Embryonen fUr einen weiteren Tag unter den gleichen 

ro Bedingungen und auf den gleichen Kulturplatten weiterkuitiviert 

1 Tag nach Injektion werden die Embryonen bei 25 "C unter diffusem Licht fur weitere 3 bis 5 Tage 
kultiviert Nach einer Gesamtkurtivierungsdauer von 5 bis 7 Tagen in flUssigem Kulturmedium werden die 
Embryonen auf Terasaki-Platten transferiert, die 2 Lagen unterschiedlicher Medien enthalten. 

Die erste Lage besteht aus 10 til Medium W2, das mit Sea Plaque® Agarose verfestigt wird, die zweite 

is Lage biiden 10 ui fiussiges Medium YYi, das dem festen Medium uberschichtet wird. Seibstverstandiich 
konnen fQr die Verfestigung von Medium W2 auch andere, fUr die Kultivierung pflanziicher Embryonen 
geeignete, Verfestigungsmedien verwendet werden, vorzugsweise Agarose vom 'Low melting type* (LMP- 
Agarose). Die Kultivierung erfolgt auch in diesem Fall unter den gleichen Bedingungen, d.h. bei einer 
Temperatur von 25* C und unter diffusem Licht 

20 Nach einer Kultivierungsdauer von 7 bis 15 Tagen, abhSngig von der Grosse der Embryonen, beginnen 
diese auszukeimen. Nach 10 bis 14 Tagen werden die mikroinjizierten Embryonen daher in Multiwell- 
Kulturschalen auf 1 ml bis 5 ml Kulturmedium W2 UberfQhrt welches durch Sea Plaque® Agarose verfestigt 
wird, und bei einer Temperatur von 25 "C In einem Hell/Dunkel Rhythmus von 16 h/8 h zur Differenzierung 
weiterkuitiviert 

25 

d) Kultivierung der Embryonen und Regeneration ganzer Weizenpfianzen 

Ca. 4 Wochen nach der erfolgten Mikroinjektion werden die gekeimten Pflanzchen in grdssere 
30 Kulturgeflsse UberfOhrt. Es handelt sich dabei urn Kulturdosen mrt einem Voiumen von 60 ml, die 15 ml 
des Kulturmediums W3 entharten, diese werden spater gegen grossere Kulturdosen mit einem Voiumen 
von 330 ml ausgetauscht, die 30 ml bis 50 ml W4 Medium enthalten. 

Wenn die PfiMnzchen eine bestimmte Grc5sse erreicht haben, werden sie in Erde QberfOhrt und ins 
Gewachshaus verbracht, wo sie wie normale Weizenkeimlinge weiterbehandelt werden. 

35 



40 



50 



55 
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Tabelle 5a 



Kulturmedien (W1; W2; W3; W4) fQr die Kultivierung zygotischer 
Weizen-Embryonen 






W2 fma/H 


W3 I" ma/11 


W4 fma/ll 


KNOi 


1800 


1900 


1900 


1900 


NH4NO3 


165 


165 


165 


165 


CaCfe^HaO 


440 


440 


440 


440 


MgSO*-7H 2 0 


370 


370 


370 


370 


KH2PO4 


170 


170 


170 


170 


FeNaa-EDTA 


40 


40 


40 


40 


MnS04*4H20 


22.3 


22,3 


22.3 


22,3 


H3BO3 


6,2 


6,2 


6.2 


6,2 


ZnS04*4H 2 0 


8.6 


8,6 


8,6 


8,6 


r\l 


V.Ow 






0 A3 


Na2Mo04 # 2H 2 0 


0,25 


0,25 


0,25 


0,25 


CuS04*5H 2 O 


0.025 


0,025 


0.025 


0.025 


Kinetin 






1.0 


2.0 


BAP 8 


0,5 


0,5 






NAA 9 






0,5 


1.0 


IAA 10 


0.1 


0,2 






Thiamin, HCI 


1,0 


1,0 


0,4 


0,4 


Saccharose 


20000 


20000 


30000 


20000 


Glucose 


5000 


5000 






Myo-inosit 


100 


100 


100 


100 


Glutamin 


500 


500 


750 


750 


Sea Plaque® Agarose 11 




6000 


7000 


7000 



8 BAP: Benzylaminopurin 

9 NAA: NaphthyM-essigsaure 

10 IAA: Indolessigsiiure 

11 Sea Plaque® Agarose: FMC Corporation, Marine Colloids Oiv. Rockland, USA 



Beispiel 6b: Isolierung und Injektion von Weizen Pro-/Embryonen mit anschliessender Induktion adventiver 
Embryoide 



a) Isolierung und Selektion zygotischer Pro-/Embryonen von Weizen 

Die Isolierung unrerfer zygotischer Embryonen erfolgt 4 bis 12 Tage nach der Bestaubung aus den 
unrerfen Samenanlagen von Weizen. 

Die Preparation und Selektion der zygotischen Embryonen wird in genau analoger Weise zu dem unter 
Punkt 4a) fOr Mais bzw. dem unter Punkt 5a) fQr Raps beschriebenen Verfahren durchgefOhrt 

Nach der OberflSchen-Sterilisation der Samenanlagen (15 Minuten lang in 1,8 %ige (V/V) Natriumhypo- 
chloritlSsung mit anschliessender dreifacher Waschung mit steriiem destilliertem Wasser) und dem Etnbrin- 
gen in destilliertes Wasser, werden die zygotischen Pro-/Embryonen unter mikroskopischer Kontrolle (10 x - 
50 x Vergrdsserung) mit HWe eines Skaipeiis und PrMpariemadeln isoliert Grdsse und Entwicklungsstadium 
der isolierten Pro-/Embryonen bewegt sich in einem Bereich zwischen ca. 20-zelligen g!obul§ren Proem- 
bryonen mit Suspensor und Embryonen mit Skuteilum und Koleoptyl. 

Gieich nach der Isolierung werden die ausgelesenen zygotischen Pro-/Embryonen anschliessend fOr die 
nachfolgende Mikroinjektion in 50 ul bis 100 ul Tropfchen von Kulturmedium WZ 1 transferiert, die zuvor 
auf Deckgllsem von 24x40 mm aufgetragen wurden. Diese Mikroinjektionsplatten werden in Abschnitt [4b) 
C)] beschrieben. Bis zur Mikroinjektion werden die Mikroinjektionsplatten in einem Zwei-Kompartimenten- 
System, wie in Abschnitt 4c) beschrieben, eingebracht 
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b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in zygotischen Pro-/Embryonen von Weizen 

Die Enschleusung von pHP23 DNA in Pro-/Embryonen von Weizen via Mikroinjektion wird in genau 
anaioger Weise zu dem unter Punkt 4b) beschriebenen Verfahren durchgefOhrt 

5 

c) Mikrokuitivierung von mikroinjizierten Pro-/Embryonen von Weizen 

Unmitteibar nach erfolgter Injektion werden die Embryonen mit einer von Hand ausgezogene Mikroka- 
io piilare, die mit einem Silikonschlauch verbunden ist, oder mit der gebogenen Spitze einer Nadel in die 
Vertiefungen einer Poiycarbonat-Mikrokultivierungspiatte (Spangenberg, 1988, et al. 1986) transferiert, die 
jeweils 0,5 ul bis 1 ul Kuiturmedium WZ 2 enthalten. ZusStzlich wird dieses feste"Kulturmedium WZ 2 mit 
0,5 ul bis 1 til flOssigem Endosperm - durch Absaugen des Inhaltes einer unreifen Weizen-Samenanlage 
ahnliches Entwickiungsstadiums * Uberschichtet. 
is in der Regei werden die mikroinjizierten Pro-/ Embryonen einzein mikrokuitiviert Es kdnnen aber auch 
bis zu 10 Pro-/Embryonen zusammen in eine Vertiefung der Polycarbonat-Mikrokultivterungsplatte transfe- 
riert werden. Die mit mikroinjizierten Embryonen beladenen Mikrokuiturplatten werden in einem Zwei- 
Kompartimenten-System ("Falcon organ tis sue culture dish" No. 3037, Fa. Falcon, USA) eingebracht, das 
ais Feuchtekammer fungiert und in der Regei im ausseren Kompartiment 2 mi bis 3 ml einer 0.2 M Mannit- 
20 Losung enthalt (Koop und Schweiger, 1985, Spangenberg, 1986. et aJ. 1986), dieses mit Parafilm 
verschiossen und bei einer Temperatur von 25-28* C im Dunkeln inkubiert 



d) Kultivierung der mikroinjizierten Weizen-Embryonen, Induktion sekundflrer Embryoide und Regeneration 
25 ganzer Pflanzen 

Alle 2 bis 3 Tage - beginnend 2 Tage nach der Injektion der Weizen Pro-/Embryonen • wird 0,5 ul bis 2 
ul Kuiturmedium WZ 3 zu den einzeinen - mit injizierten Pro-/Embryonen beladenen - Vertiefungen der 
Mikrokuiturplatten gegeben bis die Pro-/Embryonen eine GrQsse von ca. 2-5 mm erreicht haben. 

3a Anschfiessend und entsprechend ihrem Entwickiungsstadium werden die injizierten Embryonen einzein oder 
bis zu 5 Embryonen zusammen auf 1 ml Kuiturmedium WZ 4 in Vertiefungen quadratischer Plastikschal- 
chen (4 well muitldish, Fa. Nunc, DSnemark) transferiert. 

Nach einer Kulturphase von 4 bis 6 Wochen auf Kuiturmedium WZ 4 erfolgt die Induktion von Kaiius 
mit Potential zu sekundarer Embryogenese. Diese embryogenen Kalli werden aufgeteilt und auf 10 ml 

as Kuiturmedium WZ 5 in Piastikdosen Sterilin 125 AP (Fa. Sterilin Ltd., Feltham, England) zur Differenzierung 
von Sprossen Gbertragen. 

Die wertere Entwicklung dieser Sprosse sowie ihre Bewurzelung erfolgt nach wiederholtem Transfer auf 30 
ml bis 60 ml Kuiturmedium WZ 5 in grosseren KulturgefSssen (330 ml Kulturdosen, 68x110 mm, Fa. 
Greiner, FRG). Wenn die differenzierten PflSnzchen eine bestimmte GrQsse (5 cm bis 10 cm) erreicht und 
40 ein ausreichendes Wurzelsystem entwickelt haben, werden sie in Erde uberfUhrt und ins Gewachshaus 
verbracht wo sie wte normaie Weizenkeimlinge weiterbehandelt werden. 
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Tabelle 5b 



Kulturmedien (W1; W2; W3; W4) fOr die Kultivierung zygotischer 
Weizen-Embryonen 




W1 [mg/l] 


W2 [mg/l] 


W3 [mg/l] 


W4 [mg/l] 


NH4NU3 


lOOU 


A CCA 

1050 


1050 


lonft 
OJUU 


MNU3 


IgUU 


1 onn 


1 qaa 
1 yuu 


OQftft 

OoUU 






AAA 

44U 


AAf\ 

440 


QQA 


ivigowi / n2w 


0/ u 


O/U 


o/u 


7A/"i 
f *HJ 




1 /U 


17ft 


1 7n 


o4U 




u.oo 


u,oo 


u,oo 


1 ,00 




0.& 


0,1 


OX 


1 0 AI\ 
1 £ t 4U 








00 1 


*Hf ,OU 


ZnSO* 4 H2O 


8,0 


0.0 


9,0 


1 7,20 


Na^MOOi 2 H2O 


ft oc 

0,25 


U,Z5 


ft nc 

0,25 


ft c 

0,5 


CuSQ* 5 M2O 


ft noc 
U,U<£0 


a noc 


ft ftOC 


A C 


C0CI2 6 H2O 


0,025 


0,025 


0,025 


A C 

0,5 


Naa-EDTA 


37,3 


37,3 


37,3 


74,0 


F0SO4 7 H2O 


27,8 


^7,o 


27,8 


00,0 


Ml 1 ^ ^ ^ raff * atf A 

Niconnsaure 


ft c 

0,5 


n c 


ft c 

U.5 


A C 


Pyridoxin-HCI 


0.5 


0,5 


0,5 


0,5 


Thiamin-HCI 


0,1 


0,1 


0.1 


0,1 


Glycin 


2.0 


2,0 


2,0 


2,0 


Cefotaxime 








0,1 


LMP-Agarose 




6000 




6000 


Saccharose 


30000 


30000 


30000 


20000 


Inositol 


200 


200 


200 


200 


Caseinhydrolysat 


200 


200 


200 


200 


Glutamin 








500 


2,4-0 ,a 


1.0 


1.0 




2,0 


Kinetin 


1.0 


1,0 






ABA 13 


0,5 


0,5 






QA3 1 * 


0.1 


0.1 







12 2.4-0: 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 

13 ABA Abszisinsaure 

14 GAa Giberellinsaure 
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Tabelle 5c 



Kulturmedium WZ 5 




WZ 5 fma/11 


KH 2 POi 


300 


KNO3 


1000 


NHiNOa 


1000 


Ca(N03)**4 H2O 


500 


MgS(V7H 2 0 


72 


KCI 


65 


MnS<VH 2 0 


5,0 


ZnSCU'H 2 0 


0,17 


H3BQ3 


0,16 


Kl 


0,08 


Na2-EDTA 


37,25 


FeSOi*7 H»0 


27,85 


Nicotinsaure 


5,0 


Pyridoxin-HCI 


5,0 


Thiamin-HCI 


1.0 


Inosit 


100 


Glycin 


2,0 


IAA 15 


0,5 


Saccharose 


20000 


Agar 


8000 


Akttvkohte 


500 


pH 5,9 





15 IAA Indofessigsaure 



Beispiel 7: tso lie rung und Injektion von zygotischen Reis-Embryonen 



a) Isolierung und Selektion zygotischer Reis-Proembryonen und -Embryonen 

Die Isolierung unrerfer zygotischer Proembryonen bzw. Embryonen erfolgt 6 bis 12 Tage nach der 
BestSubung aus den unreifen Samenanlagen von Reis. 

Die Preparation und Selektion der zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen wird in genau analoger 
Weise zu dem unter Beispiel 4a) fQr Mais bzw. dem unter 8eispiel 5a) fOx Raps beschriebenen Verfahren 
durchgefQhrt 

Nach der OberfteSchensterilisation der Samenanlagen und dem Snbringen in destilliertes Wasser 
werden die zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen mit Hilfe eines Stereomikroskopes (Zeiss), feiner 
Skalpelie sowie feiner Pinzetten isoliert und anschiiessend fQr die nachfolgende Mikroinjektion seiektioniert. 
Am besten geeignet fQr die Mikroinjektion sind Proembryonen bzw. Embryonen, die sich zwischen Phase 
20 und Phase 25 (siehe Abb. 1) befinden. 

Die isolierten und selektionierten zygotischen Proembryonen bzw. Embryonen werden zunachst in 
quadratische Plastikschllchen, die jeweils 4 Vertiefungen aufweisen (Murtjdish 4, Nuncton Delta SI, Fa. 
Nunc, DSnemark), in 0,5 mi Kulturmedium RS1 (Tabelle 6) transferiert Die bevorzugte Kuftivierungsdichte 
liegt bei 4 bis 6 Proembryonen bzw. Embryonen pro Vertiefung. 



b) Mikroinjektion von pHP 23 DNA in Reis-Proembryonen bzw. -Embryonen 

Die Enschleusung von pHP 23 DNA in Reis-Proembryonen bzw. -Embryonen via Mikroinjektion wird in 
genau analoger Weise zu dem unter Beispiel 4b) beschriebenen Verfahren durchgefOhrt. Die Injektion der 
DNA haltigen LSsung erfolgt bevorzugt in die mrt einem Pfeil bezeichneten embryonaien Zellen (vgl. Abb 
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1). 



c) Mikrokuitfyierung mikroinjiz'erter Reis-Embryonen 
5 ~~ 

Nach der Mikroinjektion werden die injizierten Proembryonen bzw. Embryonen fGr einen weiteren Tag 
unter den gleichen Bedingungen und auf den gleichen Kulturplatten weiterkultiviert 

2 Tage nach der Injektion werden die PrcWEmbryonen bei 25 *C und unter diffusem Licht fQr weitere 5 
bis 7 Tage kuitiviert Nach einer Gesamtkultivierungsdauer von insgesamt 7 bis 10 Tagen in flOssigem 

w Kulturmedium werden die Embryonen auf Terasaki-Platten transferiert, die 2 Lagen unterschiediicher 
Medien enthalten. Die erste Lage besteht aus 5 ul Medium RS2 das mit einer niedrig schmeizenden 
Agarose, wie z.B. mit Sea Piaqueo® Agarose (0.6 % v/w) verfestigt wird, die zweite Lage bilden 5 ul 
flussiges Medium RS1, das dem festen Medium Gberschichtet wird. Seibstverstandlich konnen fQr die 
Verfestigung von Medium RS2 auch andere, fOr die Kultivierung pfianzlicher Embryonen geeignete, 

;s Verfestigungsmedien verwendet werden, vorzugsweise Agarose vom 'Low Melting Type 1 (LMP-Agarose). 
Die Kultivierung erfoigt auch in diesem Fail unter den gleichen Bedingungen, d.h. bei einer Temperatur von 
25 * C und unter diffusem Licht 

Nach einer Kultivierungsdauer von 7 bis 15 Tagen. abhSngig von der Grfisse der verwendeten Pro- 
/Embryonen. beginnen diese auszukeimen. Nach 15 Tagen werden die mikroinjizierten Pro-/Embryonen 

20 daher in Multiweil-KulturschaJen auf 1 bis 2 ml Kulturmedium RS2 QberfQhrt, welches z.B. durch Sea 
Plaque© Agarose verfestigt wird. und bei einer Temperatur von 25* C in einem Heil/Dunkel Rhythmus von 
16/8 Stunden zur Differenzierung weiterkultiviert. 



25 d) Kultivierung der Embryonen und Regeneration ganzer Reispflanzen 

Ca. 4-5 Wochen nach der erfoigten Mikroinjektion werden die gekeimten Pfl2nzchen in grossere 
Kulturgefasse uberfOhrt Es handett sich dabei urn handelsUbliche Kuiturdosen mit einem Volumen von 60 
ml, die 15 ml des Kulturmediums RS3 enthaiten. Diese werden spacer gegen grQssere Kuiturdosen mit 
30 einem Volumen von 330 ml ausgetauscht die 30 bis 40 ml RS4 Medium enthaiten. 

Wenn die Pf&nzchen eine bestimmte Qr6sse erreicht haben. werden sie in Erde Qberfuhrt und ins 
Gewachshaus verbracht wo sie wie normaie Reis-Keimlinge weiterbehandelt werden. 
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Tabeile 6 



Medien fOr die Kultivierung zygotischer Reis-Pro-Embryonen 




RS1 fmn/11 


not 1 iy/ 1 j 


RS3 fmn/ll 


RCA fmn/ll 


KNOa 


1900 


1900 


1900 


1900 


NH4NO3 


165 


1650 


1650 


1650 


CaCI 2 # 2H 2 0 


440 


440 


440 


440 


MgSO* # 7H 2 0 


370 


370 


370 


370 


KH 2 POi 


170 


170 


170 


170 


FeNaa-EDTA 


40 


40 


40 


40 


MnSOt*4H 2 0 


22.3 


22,3 


22.3 


22,3 


H3BO3 


6.2 


6.2 


6.2 


6,2 


2nS04-4H 2 0 


8,6 


3,8 


3,6 


8,6 


Kl 


0.83 


0.33 


0,83 


0,83 


NaaMoCh^taO 


0.25 


0.25 


0.25 


0.25 


CuSO**5H 2 0 


0.025 


0.025 


0.025 


0.025 


Kinetin 






1 ,U 


1 ,0 


BAP 1 * 


0,5 


0,5 






IAA 17 


0,2 


0.2 


0,5 


0.5 


NAA 18 






0.5 


0,5 


Thiamin, HCI 


1.0 


0.4 


0,4 


0.4 


Saccharose 


20000 


20000 


25000 


20000 


Glucose 


5000 


5000 






Myc-inosit 


100 


' 100 


100 


100 


Casein Hydrolysat 


300 








Glutamin 


500 


160 


160 


160 


Agarose/Agar 




Sea plaque® 0,6 % 


Agar 0,75 % 


Agar 0,75 % 



16 BAP: Benzylaminopurin 

17 IAA: lndo(essigsa*ure 

18 NAA: NaphthyM-essigsSure 



Beispiel 8: Isolierung und Injektion von zygotischen Gerste-Proembryonen und Embryonen 



a > Isolierung und Selektion zygotischer Gerste-Proembryonen und -Embryonen 

Unreife zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus Hordeum vuigare cv. Igri, 6 bis 14 Tage 
nach der BestSubung isoliert 

Die aus den Gerste-Aehren gewonnenen Samenanlagen werden 15 Minuten lang in einer 1,8 %igen 
(v/v) Natriumhypochlont-Ldsung Oberfiachensterilisiert und anschliessend dreimal in stertiem destilliertem 
Wasser gewaschen. 

Oie Preparation und Selektion der zygotischen Pro-/Embryonen wird in genau analoger Weise zu dem 
unter Punkt 4a) fOr Mais bzw. unter Punkt 5a) fOr Raps beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. 

Nach der Oberflachensterilisation der Samenanlagen und dem Einbringen in destilliertes Wasser 
werden die zygotischen Pro-ZEmbryonen unter mikroskopischer Kontrolle (10 x - 50 x VergrSsserung) mit 
Hilfe eines Skaipells und feiner Pinzetten isoliert. 

Gr6sse und Entwicklungsstadium der isoiierten Pro-/Embryonen bewegt sich in einem Bereich, der 
frUhe globulSre Proembryonen mit Suspensor und unreife Embryonen mit Skutellum und Koleoptyl umfasst 

Die isoiierten und selektionierten zygotischen Embryonen werden zunSchst auf quadratische Plastik- 
schalchen, die jeweils 4 Vertiefungen aufweisen (Multidish 4, Nunclon Delta SI, Fa. Nunc, DSnemark) in 0,5 
ml Kulturmedium G1 transferiert bei einer bevorzugten Dichte von 8 bis 10 Pro-/Embryonen pro Vertiefung 
und dort bis zur Mikroinjektion bei 25* C aufbewahrt. 
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b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in zygotischen Pro*/Embryonen von Gersta 

Die Emschleusung von pHP23 ONA in Gerste-Pro/Embryonen via Mikroinjektion wird in genau anaJoger 
Weiss zu dem unter Punkt 4b) beschriebenen Verfahren durchgefUhrt Die tnjektion der ONA haltigen 
5 Losung erfolgt bevorzugt im Bereich der embryonalen Achse, einer Region meristemoider Zellen, aus 
denen spater die Plumula und die Radicula hervorgehen. Der bevorzugte Injektionsort ist in Abb. 1 durch 
einen Pfetl naher bezeichnet 



70 c) Mikrokuitivierung mikroinjizierter Gerste-Pro-/Embryonen 

Die Mikrokuitivierung der mikroinjizierten Pro-/Embryonen von Gerste wird analog zu dem unter Punkt 
4c) fur die Kultivierung von Mais-Embryonen beschriebenen Verfahren durchgefUhrt 

In diesem Fall werden jedoch die Vertiefungen der Polycarbonat-Mikrokulturplatten mit 0.5 ul bis 1 ,0 ul 
rs flussigem Kuiturmedium G1 angefOlit Anschliessend werden die mikroinjizierten Pro-/Embryonen in einer 
Dichte von 1 bis 20 Pro-/Embryonen pro Vertiefung auf die Mikrokulturplatten transferiert und die Vertiefung 
mit 0,5 ul bis 1 ul fldssigem Kuiturmedium G1 aufgefQIit 

20 d) Kultivierung der Gerste-Pro-/Embryonen und Regenerierung ganzer Pftanzen 

Die mikroinjizierten Pro-/Embryonen werden regelmassig alle 3 bis 12 Tage auf frisches Kuiturmedium 
G1 ubertragen und in neue Mikrokulturkammern QberfQhrt, wobei die Vertiefung 1 ul bis 10 ul Kuiturmedi- 
um G1 enthaiten, abhangig von der GrQsse und Zahl der mikrokultivierten Pro-/Embryonen. Wenn die Pro- 

25 Embryonen eine GrcJsse von 2 mm bis 5 mm erreicht haben, werden sie in Medium G2 GberfUhrt und zwar 
in einer Dichte von 16 Embryonen pro 10 ml Kuiturmedium und PetrischaJe. Diese werden mit Parafiim 
versiegeit und anschliessend im Dunkeln fOr einen Zeitraum von 5 Tagen bei einer Temperatur von 25* C 
inkubiert. Anschliessend werden die Kulturen bei einer Temperatur von 23* C und einer Beleuchtungsdauer 
von 10 Stunden/Tag (4000 Lux, kaltes Weisslicht) gehalten, bis zum ErgrUnen. 

30 Nach der Regeneration grOner PflSnzchen werden diese fOr die weitere Entwicklung in handelspbliche 
60 ml Plastik Container mit 25 ml Medium G3 OberfOhrt und bei einer Temperatur von 23* C bis 26* C und 
einer Beleuchtungsdauer von 10 bis 16 Stunden (4000 Lux, kaites Weisslicht) kuttiviert bis sie eine Grosse 
von 1 cm bis 3 cm erreicht haben. Die Wurzelbildung wird durch erneutes UeberfOhren der regenerierten 
Pflanzchen in Kuiturmedium G3 erreicht Nach der Ausbildung mehrerer Sprosse und Wurzeln kann die 

35 Wintergerste vemalisiert werden, indem man die Pflanzentdpfe in 240 ml Container uberfahrt und bei 4* C 
und einer Beleuchtungsdauer von 10 bis 16 Stunden bei 2000 Lux (Phillips, warmes Weisslicht) fUr einen 
Zeitraum von 6 bis 8 Wochen kultiviert 
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Tabelle 7 



Medien fUr die Kultivierung zygotischer Gerste-Pro-/Embryonen 


Bestandtaii 


G1 Tmo/ll 






NHiNOa 


165 


165 


165 


KN0 3 


1900 


1900 


1900 


CaCI 2 # 2H 2 0 


440 


440 


440 


MgS<V7H 2 0 


370 


370 


370 


NH2PO4 


170 


170 


170 


FeNa 2 -EDTA 


40 


40 


40 


H 3 B0 3 


6.2 


6,2 


6,2 


MnSO**4H 2 0 


22,3 


22.3 


22.3 




e% r* 
0,0 


0,0 


3,6 


KI 


0,83 


0,83 


0,83 


Na 2 Mo04*2H a 0 


0,25 


0,25 


0.25 


CuS(V5 H 2 0 


0,025 


0,025 


0.025 


BAP 19 




0.4 




Glutamin 


750 


750 


750 


Myo-inosit 


100 


100 


100 


Thiiamin, HCI 


0.4 


0,4 


0,4 


Saccharose 


20000 


20000 


20000 


"Sea Plaque"® Agarose 




6000 


6000 


PH 


5,6 


5.6 


5.6 



19 BAP Benzylaminopurin 



Beispiel 9: isolierung und injektion von zygotischen Baumwoll Proembryonen und Embryonen 



a) Isolierung und Selektion der Pro-/Embryonen aus Baumwolie 

35 

Junge zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus unreifen 1 cm bis 2 cm grossen FrOchten 
von Gossypium hireutum ca. 4 bis 20 Tage nach der Besteubung isoliert. 

Die FruchtstMnde werden zuerst unter fliessendem Leitungswasser vorgereinigt, eventuell unter Zusatz 
eines kommerziell erhaitlichen Kuchenreinigers (Lux, Pril, usw.). Nach grtindlicher Reinigung wird der 
Fruchtstand mit 70 % Bhanol abgespritzt und anschliessend mit destilliertem Wasser gewaschen. Die 
unreifen FrQchte werden nun mit einer 3.6 % NatriumhypochloridlcJsung, die aJs Zusatz 0,1 % Tween 20 
enthSit fOr 45 min sterilisiert Anschliessend werden die FrQchte mit sterilem Wasser ausreichend 
gewaschen und in einer feucht gehaltenen Petrischale aufbewahrt (Raumtemperatur) Mit Hilfe feiner 
Pinzetten und Skatpelle werden die Frtichte unter dem Stereomikroskop mit einer 10- bis 20-fachen 
VergrSsserung geSffnet. Aus den FrOchten werden die Embryosacke entnommen und auf quadratische 
Plastiksch&Ichen. die jeweils 4 Vertiefungen aufweisen (Mufti dish 4, Nunclon Delta SI, Fa. Nunc, Danemark) 
in ca. 0,5 ml hormortfretes Medium (C1) UberfUhrt Anschliessend werden mit Hilfe zweier Prapariemadeln 
aus den Embryosacken die Proembryonen und Embryonen in verschiedenen Grossen, die von globularen 
20-zelligen Stadien (vgl. Abb. 2, Phase O, P. Q) bis frOh- bis spatkotyledonaren ca. 2000-zelligen Stadien 
sQ (vgi. Abb. 2, Phase R, S. T) reichen, unter mikroskopischer Beobachtung isoliert. Nach der Isolation werden 
die Embryonen analog zu dem unter Beispiel 4a) beschriebenen Verfahren ausgelesen, wobei in diesem 
Fail hormonfreies Medium (C1) verwendet wird. 



b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Baumwoll-Pro-/Embryonen 

Die Snschleusung von pHP23 in diese ProVEmbryonen via Mikroinjektion wird in genau anafoger 
Weise zu dem unter Beispiel 4b) beschriebenen Verfahren durchgefOhrt. Der bevorzugte Injektionsort ist in 
Abb. 2 durch einen Pfeil markiert 
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c) Mikrokultfvierung mikroinjizierter Baumwoll-Pro-/Embryonen 

Die Kultivierung der mikroinjizierten Baumwoil-Pro-/Embryonen wird analog zu dem unter Beispiel 4c) 
fur die Kultivierung der Maisembryonen beschriebenen Verfahren durchgefUhrt Die erste Mikrokulturphase 
in C1 Medium dauert etwa 7 Tage. Anschliessend werden die Pro-/Embryonen fQr 4 bis 6 Wochen in C2 
Medium in geeigneten KuIturgefSssen (siehe Beispiel 4c und 4d) kultiviert Die anschfiessende Regenera- 
tion zu kleinen PflSnzchen erfolgt in C3 Medium. Wenn diese PflMnzchen eine GrQsse von ca. 6 bis 10 cm 
erreicht haben. kSnnen sie ins Gewaichshaus OberfUhrt werden. wo sie wie normaie Baumwollpflanzen bis 
zur Reife weiterkultivtert werden konnen. 

Tabeile 7 



Medien fur die Kultivierung zygotischer 
Baumwoil-Embryonen 


Bestandteil 


C1 [mg/l] 


C2 {mg/l] 


C3[mg/I] 




240.12 


1650 


1650 


KN0 3 


505.56 


1900 


1900 


CaCi2 # 2H 2 0 


176.42 


440 


440 


MgS<V7H 2 0 


492.96 


370 


370 


KH 2 POi 


27.20 


170 


170 


H3BO3 


1.85 


6,3 


6,3 


MnS04*4H 2 0 


5.07 


22,3 


22.3 


ZnS(V7H 2 0 


2,59 


8,6 


8,6 


Kl 


0.25 


0,83 


0,83 


Na 2 Mo(V2 H 2 0 


0,22 


0,25 


0,25 


CuSCU'S H 2 0 


0.0075 


0,025 


0,025 


CoCI 2 *6H 2 0 


0,0071 


0,025 


0,025 


NaaFeEDTA 


20 


40 


40 


Inosit 


100 


100 


100 


Nicotinsaure 


0.5 


1.0 


1,0 


Pyridoxin-HCI 


0,5 


1,0 


1,0 


Thiamin-HCl 


10 


10 


10 


Glycin 


2,0 






MgCI 2 


750 






ABA 20 




0,1 




OA* 




0,1 


0,1 


Glucose 


30000 


30000 




Saccharose 






20000 


Gelrite® 






1600 



20 ABA AbszisinsSure 

21 GA Gibbereilinsaure 



Beispiel 10: Isollerung und Injektion von zygotischen Soyabohnen-Proembryonen und Embryonen 



a) Isolierung und Selektion der Pro-/Embryonen aus Soyabohnen 

Junge zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus 10 mm bis 50 mm langen Schoten (ca. 3 
bis 20 Tage nach der Bes&ubung) von Glycine max cv Marple Arrow isoliert Die Pflanzen werden im 
Gewachshaus bei einer Temperatur von 19 C bis 21 C und einem Hell/Dunkelrhythmus von 16/8 Stunden 
gezogen. 

Vor der Isolierung werden die Schoten durch eine 10 minutige Behandlung mit einer 1,5 % in Calziumhypo- 
chloridlosung, die ais Zusatz 0.1 % Tween 20 enthait. sterilisiert und anschliessend ausreichend mit 
sterilem destilliertem Wasser gespult. Die so behandelten Schoten werden in befeuchteten Petrischalen bei 
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ca. 4*C im Dunkel bis zur weiteren Behandlung aufbewahrt Mit Hilfe feiner Pinzetten und Skaipelle wer :en 
die Schoten unter dem Stereomikrosop bei einer 10- bis 20-fachen Vergrosserung geoffnet. Die Same lan- 
iagen werden den Schoten entnommen und in ca. 1 ml hormonfreies Medium (S3) in Petrischalen von i cm 
Durchmesser OberfOhrt Aus den Samenanlagen werden die EmbryosScke entnommen und in cz. 1 ml 

5 hormonfreies Medium (S3) in Petrischalen von 3 cm Durchmesser OberfOhrt Anschliessend wer :en mit 
Hiife zweier Prapariemadeln aus den Embryosacken die Proembryonen und Embryonen in verse ledenen 
Gr5ssen, die von frOhen globuiaren Proembryonaistadten (vgl. Abb. 2, Phasen 0, P, Q) bis frGh- bis 
spatkotyledonSren ca. 2000-zelligen Stadien (vgl. Abb. 2, Phase R, S, T) reichen, unter mikr.skopischer 
Beobachtung isoliert Nach der Isolation werden die Embryonen analog zu dem unter ieispiel 4a) 

10 beschriebenen Verfahren ausgelesen, wobei in diesem Fall hormonfreies Medium (S3) ohne iccil verwen- 
det wird. 



b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Soyabohnen-Pro-/Embryonen 

15 

Die Bnschleusung von pHP23 in diese ProVEmbryonen via Mikroinjektion win- in genau analoger 
Weise zu dem unter Beispiel 4b) beschriebenen Verfahren durchgefGhrt 



20 c) Mikrokuttivierung mikroinjizierter Sojabohnen-Pro-/Embryonen 

Die Kultivierung der mikroinjizierten Soyabohnen-Pro-/Embryonen wird an .og zu dem unter Beispiel 
4c) fOr die Kultivierung von Maisembryonen beschriebenen Verfahren durchgr uhrt. In diesem Fail werden 
jedoch die Vertiefungen der Polycarbonat-Mikrokulturplatten in Abhangigkeit jer Grdsse und der Entwick- 

25 lungsstadien der mikroinjizierten Pro-ZEmbryonen mit unterschiedlichen W igen an Kuiturmedium gefuiit. 
Junge giobulare Proembryonen werden auf eine 0,1 ul bis 0,5 ul Schicht f .edium S1 gelegt und mit 0,1 til 
bis 0,5 ul S3 Medium Qberschichtet Auf diese Weise werden 1-10 Proe nbryonen in einer Vertiefung der 
Mikrokulturpiatte kultiviert Herzformige und sphere Kotyiedonarstadien verden auf einer 0,2 ul bis 0,5 ul 
Schicht von Medium S1 gelegt und mit 0,2 ul bis 0,5 ul S3 Medium Ul jrschichtet [vgl. Beispiel 7c)]. Diese 

30 grosseren Entwicklungsstadien werden immer vorzugsweise einzeln k 1 civiert Die Mikrokuiturptatten werden 
in dem als Feuchtkammer dienenden Zwei-Kompartimenten-Systenr [wie unter Beispiel 4c) beschrieben] 
bei 21 * C im Dunkeln Oder im Hell (DMmmerticht ca. 500 Lux)/Dunke Rhythmus von 16/8 Stunden inkubiert 



35 d) Kultivierung der mikroinjizierten Pro-/Embryonen und Regener don ganzer Pflanzen 

Jeden 2. und 4. Tag beginnend 1 bis 4 Tage nach Mikro : ijektion und in Abhangigkeit von der Grosse 
und dem Entwictdungsstadium der mikroinjizierten Embryon^ n werden diese durch Zugabe von 0,2 ul bis 
0,5 ul S3 Medium mit neuem Kuiturmedium versehen. Nac : ca. 6 bis 10 Tagen, jeweiis abhangig von der 

40 Grdsse der kultrvierten Embryonen, werden diese auf 4 ul Jis 10 ul des Kulturmediums S2 in Vertiefungen 
von Terrasaki Platten aberfOhrt Es werden auch hier die ultivierten Pro-/Embryonen nach dem Transfer in 
die Vertiefungen mit 0,2 ul bis 1 ul S3 Kuiturmedium Ut jrschichtet [vgl. Beispiel 7c)]. Urn eine ausreichen- 
de Feuchtigkeit zu gewShrieisten werden ca. 1 ml bis . mi steriles Wasser am Rand der Vertiefungen der 
Terrasaki Platten abgesetzt Die Embryonen werden w *derum bei 25 * C und einem Hell/Dukelrhythmus von 

45 16/8 Stunden (4000 Lux, kaites Weisslicht) inkubiert 

Alle 3 bis 4 Tage werden die sich entwickelnden Embryonen durch Zugabe von 0,2 ul bis 1,0 ul S3 
Medium befeuchtet. Nach der Regeneration von kl^men Keimlingen werden diese in Costar-Platten ( n Costar 
wells'; 24 wells; 16 mm Durchmesser # 3524 Fa. Tissue Culture Cluster, Cambridge, Mass.) auf S3 
Medium (mit 0,8 % Agarose) OberfOhrt und .nter den oben beschriebenen Kulturbedingungen weiter 

so kultiviert Eventuell kann es erforderiich sein e.neut eine Wurzelinduktion durch Zugabe von Mormonen in 
das Medium auszutdsen. Dies kann beispieisv $ise dadurch erreicht werden, dass die Pflanzchen fur 3 bis 6 
Tage auf wurzelinduzierendem Medium (S^< gehalten werden. Nach Ausbiidung mehrerer BISttchen und 
Wurzeln werden diese PfiMnzchen in 300 ml Kuiturdosen mit 20 ml bis 50 ml S3 Medium, das 0,8 % 
Agarose enthaft OberfOhrt Wenn diese F ianzchen eine Grdsse von ca 6 cm bis 10 cm erreicht haben, 

55 kdnnen sie ins GewSchshaus gebracht .verden, wo ste wie normale Soyabohnenpflanzen bis zur Reife 
weiterkultiviert werden kdnnen. 
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Tabelle 9 



20 



Medien fUr die Kultivierung zygotischer Soyabohnen-Embryonen 


oestanaxeii 


01 img/ij 


CO fmn/11 

img/ij 


00 img/ij 


OA fmn/11 


NH4NO3 


1650 


1650 


1650 


- 


KNO3 


1900 


1900 


1900 


1900 


CaCI 2 *2H 2 0 


440 


440 


440 


440 


MgS04*2H 2 0 


370 


370 


370 


370 


NH2PO4 


170 


170 


170 


170 


FeNa2-EDTA 


40 


40 


40 


40 


H3BO3 


6.2 


6,2 


6.2 


6.2 


MnS(V4H 2 0 


22,3 


22,3 


22.3 


22.3 


ZnS04*4H 2 0 


8.6 


8.6 


8.6 


8.6 


Kl 


0,oo 


0,00 


A QO 


A OO 


Na 2 MoOi*2H 2 0 


0.25 


0,25 


0,25 


0,25 


CuS04*5H 2 0 


0.025 


0.025 


0,025 


0.025 


Inosit 


10000 


10000 


10000 


10000 


Thiamin-HCI 


40 


40 


40 


40 


Saccharose 


30000 


20000 


10000 


10000 


BAP 22 


0,6 


0,4 






Zeatin 


0.1 


0.05 






IBA^ 








1 


Sea Plaque® Agarose 


6000 


6000 






Difco-8acto®-Agar 








7000 


PH 


5.8 


5.8 


5.8 


5.8 



22 BAP: Benzylaminopurin 

23 IB A: IndolbuttersSure findolebutyric acid") 



Beispiel 11: Isolierung und Injektlon von zygotischen Sonnenblumen Proembryonen und Embryonen 



a) Isolierung und Selektion der Pro-/Embryonen aus Sonnenblumen 

Junge zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus unreifen 6 mm bis 8 mm langen 
Fruchten (hellgrau bis weisse Fruchtwand) von Helianthus annum ca. 4-20 Tage nach Bestaubung isoliert. 
Die Fruchtstinde werden zuerst unter fliessendem Leitungswasser vorgereinigt, eventuell unter Zusatz 
eines kommerziell erhSKIichen KQchenreinigers (Lux. Pril, usw.). Nach grOndlicher Reinigung wird der 
Fruchtstand mit 70 % Ethanol abgespritzt und anschliessend mit destilliertem Wasser gewaschen. Die 
unreifen FrQchte mit grauer bis weisser Fruchtwand werden anschliessend von dem Fruchtstand mit Hiffa 
von Pinzetten entfemt und in 330 ml Plastikdosen gesammeit Jede dieser Dosen sollte etwa 1/4 gefGllt 
sein. Die unreifen FrQchte werden nun mit einer 1,5 %igen CaJziumhypochloridlSsung, die als Zusatz 0,1 % 
Tween 20 enMIt fQr 15 min sterilisiert. Anschliessend werden die FrOchte mit sterilem Wasser ausrei- 
chend gewaschen und in einer feucht gehaitenen Petrischaie aufbewahrt (4*C). Mit Hilfe feiner Pinzetten 
und Skaipelle werden die FrOchte unter dem Stereomikrosop bei einer 10-20 fachen Vergrdsserung 
geoffnet. Aus den FrOchten werden die EmbryosScke entnommen und in ca 1 ml hormonfreies Medium 
(H3) in Petrischaien von 3 cm Durchmesser OberfQhrt Anschliessend werden mit Hilfe zweier Praparierna- 
deln aus den EmbryosScken die Proembryonen und Embryonen in verschiedenen GrQssen, die von frOhen 
globularen Proembryonalstadien (vgl. Abb. 2, Phasen O, P, Q) bis frOhbis spatkotyledonSren ca. 2000- 
zelligen Stadien (vgl. Abb. 2, Phase R, S, T) reichen, unter mikroskopischer Beobachtung isoliert Nach der 
Isolation werden die Embryonen analog zu dem unter Beispiel 4a) beschriebenen Verfahren ausgelesen, 
wobei in diesem Fall hormonfreies Medium (H3) ohne Rcoli verwendet wird. 



b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Sonnenblumen Pro-/Embryonen 
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Die Gnschleusung von pHP23 in diese Pro-ZEmbryonen via Mikroinjektion wird in genau anafoger 
Wei sa zu dem unter Beispiel 4b) beschriebenen Verfahren durchgefUhrt 



5 c) Mikrokultivierung mikroinjizlerter Sonnenblumen Embryonen 

Die Kultivierung der mikroinjizierten Sonnenblumen Embryonen wird analog zu dem unter Beispiel 4c) 
fur die Kultivierung von Maisembryonen beschriebenen Verfahren durchgefUhrt in diesem Fall werden 
jedoch die Vertiefungen der Polycarbonat-Mikrokulturplatten in AbhSngigkert der GrQsse und der Entwick- 

ro lungsstadien der mikroinjizierten Embryonen mrt unterschiedlichen Mengen an Kulturmedium gefUilt Junge 
gtobulare Proembryonen werden auf eine 0,1 ul bis 0,5 ul Schicht Medium H1 gelegt und mit 0,1 ul bis 0,5 
ul H3 (Iberschichtet [vgl. Beispiel 7c)]. Auf diese Weise kcinnen 1-10 Proembryonen in einer Vertiefung der 
Mikrokuiturplatte kultiviert werden. HerzfSrmige und spatere Kotyledonarstadien werden auf eine 0,2 ul bis 
0,5 ul Schicht von H1 gelegt und mit 0,2 ul bis 0,5 ul H3 Medium Qberschichtet Diese grosseren 

75 EntwicWungsstadien werden vorzugsweise einzein kultiviert Die Mikrokuiturpiatten werden in dem ais 
Feuchtekammer dienenden Zwei-Kompartimenten-System [wie unter Beispiel 4c) beschrieben] bei 25* C im 
Dunkeln oder im Hellen (Dammerlicht ca. 500 luxyDunkel Rhythmus von 16/8 Stunden inkubiert 

20 d) Kultivierung der mikroinjizierten Pro-/Embryonen und Regeneration ganzer Pflanzen 

Jeden 2. und 4. Tag beginnend 1 bis 4 Tage nach der Mikroinjektion und in Abhangigkeit von der 
Gr<5sse und dem Entwicklungsstadium der mikroinjizierten Embryonen, werden diese durch Zugabe von 0,2 
ui bis 0,5 Ul H3 Medium mit neuem Kuiturmedium versehen. Nach ca 6-10 Tagen, jeweils abhSngig von 

25 der Grfisse der kultivierten Embryonen, werden diese auf 4 ul bis 10 ul des Kuiturmediums H2 in 
Vertiefungen von Terrasaki Platten QberfUhrt Es werden auch hier die kultivierten Embryonen nach dem 
Transfer in die Vertiefungen mit 0,2 ul bis 1 ul H3 Kulturmedium Qberschichtet Urn eine ausreichende 
Feuchtigkeit zu gewMhrieisten, werden ca. 1 ml bis 2 ml steriiea Wasser am Rand der Vertiefungen der 
Terrasaki Platten abgesetzt Die Embryonen werden wiederum bei 25* C und einem Helt/Oukelrhythmus von 

30 16/8 Stunden (4000 lux, kaites Weisslicht) inkubiert 

Alle 3-4 Tage werden die sich entwickelnden Embryonen durch Zugabe von 0,2 ul bis 1,0 ul H3 Medium 
befeuchtet Nach der Regeneration von kleinen Keimlingen werden diese in Costar-Platten auf H3 Medium 
(mit 0,8 % Agarose) OberfOhrt und unter den oben beschriebenen Kuiturbedingungen weiter kultiviert. 
Eventueil kann es erforderlich sein erneut eine Wurzelinduktion durch Zugabe von Hormonen in das 

35 Medium auszulSsen. Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, dass die Pflanzchen fGr 3-6 Tage 
auf einem wurzelinduzierendem Medium (H4) gehalten werden. Nach Ausbildung mehrerer Biattchen und 
Wurzefn werden diese Pfllnzchen in 330 ml Kulturdosen mit 30 ml bis 50 ml H3 Medium, das 0,8 % 
Agarose enthait OberfOhrt Wenn diese PflSnzchen eine Gr6sse von ca. 6 bis 10 cm erreicht haben, 
k3nnen sie ins GewSchshaus gebracht werden, wo sie wie normaie Sonnenblumenpfianzen bis zur Reife 

40 weiterkultiviert werden kQnnen. 
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Tabelle 10 



Medien fOr die Kuftivierung zygotischer Sonnenblumen-Embryonen 


Bestandteil 


H1 [mg/I] 


H2 [mg/l] 


H3 [mg/1] 


H4 [mg/l] 


MLl Km 

INH4NU3 


1 A^n 
l oou 


1 OOU 


103U 




K1NU3 


isuu 




icon 




VsaUl2 £ rl2U 


f 1W 


440 


440 


440 


IvigoUi i H2U 


t7n 


Or U 




370 




170 


170 


170 


170 






ACi 
t r\J 


*TV 


40 


H3DU3 




ft 9 




6,2 


MnoUi n2w 




9? ^ 




22.3 




8,6 


8,6 


8.6 


8,6 


Kl 


0.83 


0,83 


0.83 


0,83 


Na2MoO**2H 2 0 


0.25 


0.25 


0.25 


0,25 


CuSO**5H20 


0.025 


0,025 


0.025 


0,025 


Inosit 


100 


100 


100 


100 


NikotinsSure 


0.5 


0,5 


0.5 


0,5 


Pyridoxin-HCI 


0.5 


0,5 


0,5 


0,5 


Thiamin-HCI 


0.1 


0,1 


0.1 


0,1 


Caseinhydroiysat 


500 


500 


500 


500 


Saccharose 


30000 


20000 


10000 


10000 


BAP 2 * 


0.6 


0.4 






NAA 25 








0,1 


Sea Plaque® Agarose 


6000 


6000 






Difco-Bacto®-Agar 








7000 



2 * BAP: Benzylaminopurin 
25 NAA; NaphthyM-essigsSure 



Beispiel 1 2: Isolierung und Injektion von zygotischen Arabidopsis Proembryonen und Embryonen 



a) Isolierung und Selektion der Pro-/Embryonen aus Arabidopsis 

Junge zygotische Proembryonen und Embryonen werden aus 5-15 mm langen Schoten (ca. 3-20 Tags 
nach der BestSubung) von Arabidopsis thaiiana cv. Columbia isofiert. Die Pflanzen werden im Gewachshaus 
bei einer Temperatur von 16 C bis 18 C und einem Hell/Dunkelrhythmus von 16V8 Stunden gezogen. Vor 
der Isolierung werden die Schoten durch eine 10 minOtige Behandlung mit 1,5 % Caiciumhypochlorid 
sterilisiert und anschllessend ausreichend mit sterilem destilliertem Wasser gespQIt. Die so behandelten 
Scnoten werden in befeuchteten Petrischalen bei ca 4 'C Im Dunkel bis zur weiteren Behandlung 
aufbewahrt Mit Hiffa feiner Pinzetten und Skalpelle werden die Schoten unter dem Stereomikrosop bei 
einer 10-20 fachen VergrQsserung geoffnet Die Samenaniagen werden den Schoten entnommen und in ca. 
1 ml hormonfreies Medium (A3) in Petrischalen von 3 cm Ourchmesser GberfUhrt. Anschliessend werden 
mit Hilfe zweier Pripariemadetn aus den Samenaniagen die Proembryonen und Embryonen in verschiede- 
nen Grossen, die von mlhen globu&ren Proembryonalstadien (vgl. Abb. 2, Phasen 0, P. Q) bis friih- bis 
spatkotyledonSren ca. 2000-zelligen Stadien (vgl. Abb. 2, Phase R, S. T) reichen. unter mikroskopischer 
Beobachtung isoliert Nach der Isolation werden die Embryonen analog zu dem unter Beispiel 4a) 
beschriebenen Verfahren ausgelesen, wobei in diesem Fall hormonfreies Medium (A3) ohne Ficoll verwen- 
det wird. 



b) Mikroinjektion von pHP23 DNA in Arabidopsis»Pro-/Embryonen 

Die Bnschieusung von pHP23 in diese Pn>/Embryonen via Mikroinjektion wird in genau analoger 
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Weise zu dem unter Beispiel 4b) beschriebenen Verfahren durchgefQhrt 



c) Mlkrokultivierung mikroinjizierter Arabidopsis-Pro-/Embryonen 

s 

Die Kultivienjng der mikroinjizierten Arabidopsis-Pro/Embryonen wird analog zu dem unter Beispiel 4c) 
fOr die Kultivierung von Maisembryonen beschriebenen Verfahren durchgefUhrt In diesem Fall werden 
jedoch die Vertiefungen der Polycarbonat-Mikrokutturplatten in Abhangigkeit von der Grosse und den 
Entwtcklungsstadien der mikroinjizierten Embryonen mit unterschiedlichen Mengen an Kuiturmedium gefOUt 

to Junge globu&re Proembryonen werden auf eine 0,1 ul bis 0,5 ul Schicht von A1 gelegt und mit 0.1 ul bis 
0,5 ul A3 Medium Uberschichtet [vgl. Beispiel 7c)]. Auf diese Weise konnen 1-10 Proembryonen in einer 
Vertiefung der Mikrokulturplatte kuitiviert werden. HerzfQrmige und spStere Kotyledonarstadien werden auf 
eine 0,2 ul bis 0,5 ul Schicht von Medium A1 gelegt und mit 0,2 ul bis 0,5 ul A3 Medium uberschichtet 
Diese grosseren Entwicklungsstadien werden vorzugsweise einzeln kuitiviert Die Mikrokulturplatten werden 

75 in dem ais reuchiekammef dienenden Zwei-Kompartirnenten-Systern [wie unter Beispiel 4c) beschriebenj 
bei 21 * C im Dunkein Oder im Dauerlicht (ca. 500 lux) inkubiert. 



d) Kultivierung der mikroinjizierten ProVEmbryonen und Regeneration ganzer Pfianzen 

20 

Jeden 2. und 4. Tag beginnend 1 bis 4 Tage nach der Mikroinjektion und in Abhangigkeit von der 
Grosse und dem Entwicklungsstadium der mikroinjizierten Embryonen werden diese durch Zugabe von 0,2 
ul bis 0,5 ul A3 Medium mit neuem Kuiturmedium versehen. Nach ca. 6-10 Tagen, jeweifs abhangig von 
der Grdsse der kultivierten Embryonen, werden diese auf 4 ul bis 10 ul des Kuiturmediums A2 in 
25 Vertiefungen von Terrasaki Platten OberfOhrt Es werden auch in diesem Fall die kultivierten Embryonen 
nach dem Transfer in die Vertiefungen mit 0,2 ul bis 1 ul A3 Kuiturmedium uberschichtet Urn eine 
ausreichende Feuchtigkeit zu gewahrleisten werden ca. 1 ml bis 2 mi steriles Wasser am Rand der 
Vertiefungen der Terrasaki Platten abgesetzt Die Embryonen werden wiederum bei 21 * C und Dauerticht 
(ca 500 lux) inkubiert 

30 Alls 3-4 Tage werden die sich entwickelnden Embryonen durch Zugabe von 0,2 ui bis 1 ,0 ul A3 Medium 
befeuchtet. in dieser Kulturphase entwickeln sich bereits kleine Pflanzchen (10-15 Tage), die anschliesserid 
auf Costar-Kulturplatten mit 1 ml bis 1 ,3 ml A3 Medium, das 0,8 % Agarose enthalt. OberfOhrt werden. Nach 
Ausbildung mehrerer BlSttchen und Wurzeln werden diese PflSnzchen in handelsObliche 330 ml Kuiturdo- 
sen mit 30 ml bis 50 ml A3 Medium mit 0,8 % Agarose UberfOhrt. Wenn diese Pfianzchen eine Grosse von 

as ca. 5 cm bis 6 cm erreicht haben, kfinnen sie ins Gew3chshaus gebracht werden, wo sie wie normale 
Arabidopsispflanzen bis zur Reife weiterkuitiviert werden kSnnen. 
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Tabelle 11 



20 



Medien fUr die Kuitivierung von Arabidopis-Embryonen 


Bestandteil 


Ai [mg/tj 


AO rm/i/11 

A2 [mg/i] 


img/ij 


KNOa 


2500 


2500 


2500 


CaCI 2 *2H 2 0 


150 


150 


150 


MgSO**7H 2 0 


250 


250 


250 


(NHi)SOi 


134 


134 


134 


NaH 2 PO*'H 2 0 


150 


150 


150 


Kl 


0,75 


0.75 


0,75 


H3BO3 


3,0 


3,0 


3,0 


MnSO*'4 H 2 0 


10,0 


10,0 


10,0 


ZnS<V4H 2 0 


2.0 


2.0 


2.0 


Na 2 Mo04*2H 2 0 


0.25 


0.25 


0.25 


CuSOi'5H 2 0 


0,025 


0,025 


0.025 


CoCI 2 *6 H 2 0 


0.025 


0,025 




Na 2 -EDTA 


37.3 


37,3 


37.3 


FeSCU # 7H 2 0 


27,8 


27,8 


27,8 


Inosit 


100 


100 


100 


Nikotinsiiure 


1,0 


1.0 


1,0 


Pyridoxin-HCI 


1.0 


1.0 


1.0 


Thiamin-HCI 


10.0 


10.0 


10,0 


Saccharose 


30000 


20000 


4000 


BAP 26 


0,6 


0,1 




Sea Plaque® Agarose 


6000 


6000 




Kinetin 


0.05 


0,05 






ph 5.8 


ph 5,8 


ph 5.8 



26 BAP: Benzylaminopurin 



Beispiei 1 3: Nachweis des NPT-II-Gens im Pflanzenerbgut 

Blattgewebe der regenerierten und transformierten Pflanzen werden bei 0* C in 15 %-iger Saccharose- 
IQsung, enthaitend 50 mMol/1 Elhylendiamln-N.N.N'.N'-tetraessigsaure. EDTA), 0.25 Mol/I Natriumchiorid 
und 50 mMoi/l a.a,tx-Tris^ydroxymethyi)-methylamin-Hydrochlorid (TRIS-HCI) bei pH 8,0 homogenisiert. 
Durch Zentrifugieren des Homogenisats fQr 5 Minuten bei 1000 g trennt man grob die Zeiikeme ab. Die 
Zellkeme werden in 15 %-iger Saccharoseldsung, enthaitend 50 mMol/i EDTA und 50 mMol/1 TRIS-HCI. bei 
pH 8,0 resuspendiert mit Natrium-dodecylsulfat (SDS) bis zu einer Endkonzentration von 0,2 % versetzt 
und 10 Minuten auf 70 "C erhitzt Nach AbkOhlung auf 20-25 # C wird der Mischung Kaiiumacetat bis zu 
einer Konzentration von 0,5 Mol/1 zugesetzt Dieses Gemisch wird^ 1 Stunde bei 00C inkubiert. Der 
ausgefailene Niederschlag wird durch Zentrifugieren (15 Minuten bei 4*C in einer Mikrozentrifuge) zentrifu- 
giert Aus der Oberstehenden ROssigkeit wird durch Versetzen mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol bei 20- 
25* C die DNA ausgefailt Die abgetrennte DNA wird in einer LQsung von 10 mM TRIS-HCI, enthaitend 10 
ug/ml Ribonuclease A, gelSst 10 Minuten bei 37* C inkubiert mit Proteinase K bis zu einer Konzentration 
von 250 ug/ml versetzt und eine weitere Stunde bei 37 "C inkubiert. Die Proteinase K wird durch Phenoi- 
und Chloroform/ IsoamylaikohohExtraktionen entfemt Aus der wSssrigen Phase wird die DNA durch Zusatz 
von 0,6 Volumenteilen 0,6 M isopropanollscher Natriumacetat-LQsung ausgefSlit und in 50 ul einer Losung, 
enthaitend 10 mMol/l TRIS-HCI und 5 mMol/1 EDTA, bei pH 7,5 gelQst Durch diese Preparation erhalt man 
DNA-Sequenzen. die vorwiegend mehr ais 50*000 Basenpaare enthaiten. Restriktion dieser DNA mit 
EcoRV-Endonuclease, Hybridisierung der Fragmente mit radioaktiv marWerten Hindlll-BruchstOcken des 
NPT-ll-Gens und Vergletch mit dem Plasmid pABDI zeigt in einer "Southern Blof-Analyse die Anwesenheit 
des NPT-ll-Gens in der Zelikem-DNA der transformierten Pflanzen-Zellen. 



Beispiei 14: "Dot-blof-Analyse 
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10 og genomis ;her DNA werden Qber Nacht mit EcoRI verdaut und anschliessend ohne vorherige 
eiektrophoretische Auftrennung direkt punktfSrmig auf eine Nitrozellulosemefnbran aufgetragen (vgl. Verfah- 
rensvorschrift vor Schleicher und SchUII GmbH, Dassel, FRG). 

Die Hybridi- eomgsreaktion und die anschliessende Autoradiographie werden in analoger Weise zu 
s dem Southern lOt-Verfahren durchgefQhrt. 

Beispiel 15 Southern blot-Analyse: 

10 Die Southern biot-AnaJyse der Pfianzen DNA wird entsprechend einer bei PaszkowsW und Saul, 1983, 

beschrie jenen Methode durchgefGhrt 

Urjefahr 5 ug genomischer DNA werden wahlweise mit EcoRV oder Hindlll-Restriktionsenzymen 

gesch litten und die erhaltenen BruchstUcke durch Elektrophorese in einem 0,S % bis 1 % Standard- 

Agar ,se-Gel aufgetrennt. (Maniatis T et al. , 1982). 
is Jie Nick-Transiation wird dabei ersetzt durch die "random primer" Methode, die bei Feinberg und 

v> jelstein, 1983, beschrieben ist 



Beispiel 16: Untersuchung der Aminoglykosidphosphotransferase-Enzymaktivitat transformierter Pfianzen 

2C 

BlattstUcke (100 bis 200 mg) werden in 20 ui Extraktionspuffer in einem Eppendorf-Zentrifugenrohrchen 
homogenisiert Der Puffer ist eine • Modifikation des von Herrera-Estrella, L. ( DeBlock, M., Messens, E., 
Hernalsteens, J.-P., Van Montagu, M. und J. Schell, EMBO J. 2, 987-995 (1983) verwendeten Puffers, in 
welchem Albumin aus Rinderblut durch 0.1 M Saccharose ersetzt wird. Die Extrakte werden 5 Minuten lang 

25 bei 12*000 g zentrifugiert und die Uberstehende Phase mit Bromphenolblau bis zu einer Endkonzentration 
von 0,004 % versetzt Durch Elektrophorese in einem 10%igen, nicht denaturierenden Poiyacrylamid-Gel 
werden die Proteine aus 35 til der Uberstehenden Phase separiert Das Gel wird mit einem Kanamycin und 
Y^P-markierte ATP enthaltenden Agarose-Gel uberschichtet. inkubiert, und die phosphorylierten Reaktions- 
produkte werden auf Whatman-p81-Phosphozeilulose-Papier Obertragen. Das Papier wird sechsmal mit 

30 deionisiertem Wasser von 90* C gewaschen und dann autoradiografiert 



Ergebnisse: 

35 Die Regeneration ganzer, transgener Pfianzen aus mikroinjizierten zygotischen Embryonen via direkter 
Embroygenese konnte sowohl beim Raps ais auch bei Mais, Gerste und Reis innerhafb von 8 Wochen 
durchgefGhrt werden, wobei die erzieften Regenerationsraten sehr hoch liegen. Bei Pfianzen mit SekundS- 
rembryogenese wurden die sekundMren Regeneranten zur Bestimmung der Transformationsfrequenz ver- 
wendet FQr alle Qbrigen Pfianzen wird die folgende Methode angewendet nach der Befruchtung werden 

40 die Samen dieser Pfianzen zum Keimen gebracht und diese Pflanzengeneration dazu verwendet. um den 
Nachweis fOr die Transformation und Expression des Gens zu erbringen. Die Transformationsfrequenzen 
liegen in einem Bereich von 5 % - 35 %. 

Die stabile Integration der vollstSndigen mikroinjizierten Gene in die hochmolekuiare DNA der F1- 
Generation, hervorgegangen aus dem primaren Regeneranten, konnte an Hand der Southern blot-Analyse 

48 der genomischen DNA besagter F1-Generatlonspflanzen gezeigt werden. Die Expression der integrierten 
Gene wurde mit HlhTe des unter Beispiel 11 (Untersuchung der Aminoglykosidphosphotransferas-Enzy- 
maktivitSt) beschriebenen Enzym-Assays nachgewiesen. 



so Hinterlegung: 

Das im Rahman der voriiegenden Erfindung verwendete Plasmid pHP23 wurde bei der ais Internationa- 
le Hinterlegungsstelle anerkannten 'Deutschen Sam m lung von Mikroorganismen' (DSM), in Braunschweig, 
Bundesrepublik Deutschland, entsprechend den Anforderungen des Budapester Vertrages fur die Intematio* 
55 nale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung, hinterlegt. Eine 
Erkiarung zur LebensfShigkeit der hinterlegten Proben wurde durch die besagte Internationale Hinterle- 
gungsstelle ausgefertigt 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Bnschleusung genetischen Materials in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet. dass man 
eine DNA-haltige Ldsung in junge zygotische Proembryonen bzw. Embryonen von Pflanzen, die ein hones 
Regenerierungspotential in Form einer natUriichen Embrycgenese besitzen, mikroinjiziert, die mikroinjizier- 
ten Pro-/Embryonen in geeigneten, die Embryogenese fdrdemden Kutturmedien mikrokultiviert und aus den 
so erhaJtenen. in der Regel chimaren Regeneranten gegebenenfalls nichtchimare, transgene Pflanzen 
hersteilt 

2. Verfahren gem£ss Anspruch 1, das durch die folgenden speziflschen Verfahrensschritte gekenn- 
zeichnet ist 

a) Isolierung einzeiner, fOr die Mikroinjektion geeigneter mehr- bis vielzelliger zygotischer Pro- 
/Embryonen aus den Samenanlagen von DonorPflanzen; 

b) Selektion der isoiierten zygotischen Pro-/Embryonen fUr die sich anschliessende Mikroinjektion 
und Einbringen der selektionierten ProVEmbryonen in ein geeignetes Kulturmedium; 

c) Mikroinjektion einer DNA-hattigen Ldsung, enthaltend eine Oder mehrere ONA-Fragmente in die 
unter a) isoiierten zygotischen Pro-/Embryonen; 

d) Mikrokultivierung der mikroinjizierten zygotischen Pro-/Embryonen in geeigneten, eine direkte 
Embryogenese fdrdemden Kulturmedien; 

0 Regeneration besagter transformierter zygotischer ProVEmbryonen zu vollstandigen, in der Regel 
chimaren Pflanzen; und 

g) Hersteltung nicht-chimSrer, transgener Pflanzen mit neuen und wOnschenswerten Bgenschaften. 

3. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Kuitivierung der mikroinjizierten 
Pro-'Embryonen unter Bedingungen erfolgt, die die Entwickiung einer morphogenen Zellkultur oder die 
Bildung sekundMrer Embryonen ermdgiicht 

4. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass man die Mikroinjektion mit Hiife einer 
Mikroinjektionsapparatur durchfOhrt, die sich im wesentiichen aus folgenden Teilen zusammensetzt 

a) einem Mikroskop zur optischen Kontroile des Injektionsvorganges 

b) motorisch Oder mechanisch betriebenen Mikromanipulatoren mit KapillarhaJterungen 

c) Mikroinjektionskapiilaren mit einem Aussendurchmesser von 1,0 mm bis 2.0 mm und einem 
Spitzendurchmesser von £ 1 am bis 10 am 

d) Haltekapillaren mit einem Spitzendurchmesser von 0,02 mm bis 1 ,0 mm 

e) einer pneumatisch gesteuerten Druckvorrichtung zur Injektion der ONA-haltigen Ldsung. 

5. Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei den Mikroinjektionskapiila- 
ren um Mikroelektroden mit eingeschmofzenen Glasfilamenten aus Borosilikat handelt 

6. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass der Mikroinjektionsvorgang in folgen- 
den Teilschritten ablluft 

a) Bnbringen der Proembryonen bzw. Embryonen in 10 al bis 200 al Medientropfen auf Deckglaser 

b) Rxieren der Embryonen mit Hilfe der Haitekapillare 

c) Injektion der DNA haitigen ldsung in die Einzelzelien des Pro-/Embryos mit Hiife der Mikroinjek- 
tionskapillare 

d) Drehen der Pro-/Embryonen nach jedem Injektionsvorgang und emeute Injektion in Einzelzelien 

e) Kuitivierung der injizierten Pro-/Embryonen in geeigneten Kulturmedien. 

7. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dass man die DNA-haltige Ldsung in 
pflanziiche Pro-/Embryonen injiziert, die sich in einem optimaien Entwicklungsstadium befinden, d.h. die 
sich gute Mikroinjizierbarkeit gute Isolierbarkeit und gute Regenerationsfahigkeit auszeichnen. 

8. Verfahren gem3ss Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dass man Embryonen verwendet die sich 
in einem frtiheren globulSren Proembryonaistadium bis frOhen Embryonalstadium befinden. 

9. Verfahren gemass Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet dass man frQhe Embryonalstadien verwen- 
det, die ausser dem Scuteilum bereits eine gut erkennbare Spross- und Wurzelmeristemanlage aufweisen. 
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10. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass man die DNA-haitige Losung in 
pflan2liche Proembryonen bzw. Embryonen mikroinjiziert die sich im 2 bis ca. 5000 Zellstadium befinden. 

11. Verfahren gemSss Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass sich die pflanziichen Pro- 
/Embryonen im 4 bis 100 Zellstadium befinden. 

s 12. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass man den Mikroinjektionsvorgang 1 
bis 1000 mal pro Embryo bzw. Proembryo durchfQhrt. 

13. Verfahren gem3ss Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man 4 bis 60 mal pro Embryo bzw. 
Proembryo mikroinjiziert 

14. Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet dass man die DNA-haitige Losung in das 
10 Gewebe der Sprossmeristemaniage injiziert 

15. Verfahren gemotes Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dass das Injektionsvolumen 1 pi bis 100 pi 
pro injizterter Zelle betragt 

16. Verfahren gem2ss Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet dass die DNA-Konzentration der injizierten 
DNA-haJtlgen Losung zwischen 0,1 ug/u\ und 10 ug/ul betragt 

75 17. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagter DNA-hai tiger 
Lflsung urn eine Puff erIQ sung handelt 

18. Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet dass der pH-Wert der Pufferlosung in 
einem Bereich zwischen pH 7,0 und pH 8,0 liegt 

19. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-haitige tnjektionsidsung 
20 die transformierende DNA 

a) in linearisierter Form enthMit 

b) in uberspiralisierter Form enthalt Oder 

c) in Form eines Gemisches aus linearisierter und Uberspiralisierter DNA enthalt. 

25 20. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet dass besagte transformierende DNA von 

neutraien DNA-Sequenzen ftankiert wird. 

21. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dass die zur Mikroinjektion bestimmte 

DNA-haitige Losung ein rekobminantes DNA-MolekGI enthalt das in der transformierten Pflanze zu 

nOtzlichen und wUnschenswerten Egenschaften fOhrt 
30 22. Verfahren gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet dass besagtes re kom bin antes DNA- 

MolekOI im wesentiichen aus einem (oder mehreren) Strukturgen(en) besteht, das (die) fUr eine nutziiche 

und wUnschenswerte Eigenschaft kodiert(en) und das (die) mit in der pflanziichen Zelle aktiven Expres- 

sionssignaJen in operabler Weise verknQpft ist (sind), so dass eine Expression in der pflanziichen Zelle 

gewShrieistet ist 

as 23. Verfahren gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes rekombinantes DNA- 
MoiekQI entweder aus genomischer DNA, aus einer cDNA Oder aus synthetischer DNA oder aus einer 
Kombination besagter DNA besteht 

24. Verfahren gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet dass besagtes Strukturgen 

a) der transformierten Pflanze eine erhdhte Resistenz oder Toleranz gegenUber Pathogenen, Herbizi- 
40 den, Insektiziden oder anderen Bioziden verfeiht 

b) der transformierten Pflanze eine erhdhte Resistenz oder Toleranz gegenUber nachteiligen Umwelt- 
einflQssen verteiht ausgewahlt aus der Gruppe: Hitze, Wind, Kaite, Trockenheit Feuchtigkeit. besondere 
extreme BodenverhSrtnisse, osmotischer Stress; 

c) die Bildung und Quaiitat von Reserve- und Speicherstoffen in Blattern, Samen, Knolien, Wurzeln 
45 und Stengeln verbessert oder 

d) fOr pharmazeutisch akzeptabfe Wirksubstanzen oder andere physiologisch akitive Substanzen 
kodiert 

25. Verfahren gemSss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet dass die DNA-haitige Losung eine nicht- 
50 kodierende DNA mit regulatorischer Funktion enthSrt. 

26. Verfahren gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Expressionssignale aus 
Genen von Pflanzen oder Pflanzenviren stammen. 

27. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet dass besagte Expressionssignale aus 
Genen des Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) stammen oder aber diesen homolog sind. 

55 28. Verfahren gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet dass es sich urn 

a) die 35 S-Expressionssignale des CaMV Genoms oder urn deren Homologe; oder 

b) die 1 9 S Expressionssignale des CaMV-Genomes Oder um deren Homologe handelt 
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29. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet dass die Mikrokuitivierung der mikroinji- 
zierten Proeembryonen und Embryonen in einem flussigen Kulturmedium durchgefOhrt wird, das die direkte 
Embryogenese anregt 

30. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Kulturmedium mit einem 
s osmotisch neutralen Verdickungsmittel versetzt ist 

31. Verfahren gemass Anspruch 29. dadurch gekennzeichnet dass besagtes fiOssiges Kulturmedium 
einem Festmedium Qberschichtet ist 

32. Verfahren gemass Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagtem Verdickungs- 
mittel um Co- Poly mere aus Saccharose und Epichlorhydrin mit einem Molekulargewicht zwischen 70 000 

io und 400 000 handelt 

33. Verfahren gemass Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Festmedium ein Verfesti- 
gungsmittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Agar, Agarose, Alginat. Pektinat, Gelatine oder 
Gelrite® enthait 

34. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnt. dass besagtes Kutturmedium die folgende 
15 Zusammensetzung aufweist* 

a) fOr Wachstum und Entwicklung der pflanzlichen Zelle essentielle mineralische Stoffe bzw. 
Eiemente in ihren Verbindungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Stickstoff, Phosphor, Schwefe), 
Kalium, Calcium, Magnesium und Eisen u.a. (Makroelemente) sowie Natrium, Zink, Kupfer, Mangan, 8or, 
Vanadium, Selen und MoiybdSn u.a. (Mikroelemente) 
20 b) essentielle Vitamine, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Nikotinsaure, Pyridoxin, Thiamin, 

Inosit Biotin. Liponsaure, Riboflavin, Ca-Pantothenat u.a. 

c) eine leicht assimilierbare Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe Saccharose, Glucose u.a. 

d) verschiedene Wachstumsregulatoren in Form natUrlicher oder synthetischer Phytohormone, ausge- 
wahlt aus der Klasse der Auxine und Cytokinine. 

25 e) osmotische Stabilisatoren, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Zuckeralkoholen, Zucker- 

oder Salzionen u.a 

35. Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet dass besagte Kulturmedien die verschie- 
denen Wachstumsregulatoren aus der Gruppe der Auxine und Cytokinine in einem ausgewogenen VerhaNt- 

30 nis zueinander enthalten, sodass ein kontrollierter Ablauf der direkten Embryogenese gewShrleistef ist. 

36. Verfahren gemass Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass die Phytohormone aus der Gruppe 
der Auxine und der Cytokinine in einem Konzentrationsverhaltnis zwischen 0,01 mg/i und 20,0 mg/l 
vorliegen, abhSngig vom jeweiiigen Entwicklungsstand der Embryonen. 

37. Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet dass der pH-Wert des Kulturmediums 
35 zwischen pH 4.5 und pH.7.5 betrSgt 

38. Verfahren gem3ss Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass man fOr die Kultfvierung der 
Embryonen komplexe NMhrmedium verwendet die ganz oder zumindest teilweise aus natQrllchen Kompo- 
nenten zusammengesetzt sind. 

39. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagten natQrllchen 
40 Komponenten um solche, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Kartoffeiextrakt, Kokosnussmilch oder 

flUssiges Endosperm u.a. t handelt 

40. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet dass die Kultivierungsdichte per Pro- 
-Embryonen zwischen 1 Pro-/Embryo pro ul Kulturmedium und 50 ProVEmbryonen pro ul Kulturmedium 
betrigt abhingig von der GrSsse und dem Entwicklungsstand der Pro-/Embryonen. 

45 41. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet dass die Mikrokuitivierung der Pro- 
/ Embryonen zumindest zeitweise in einem Zweikompartimenten-System durchgefOhrt wird. 

42. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass man die mikroinjizierten Pro- 
/Embryonen alle 1 bis 12 Tage in frisches Kulturmedium transferiert bzw. mit frischem Kulturmedium 
Qberschichtet 

so 43. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. dass man die Pro-/Embryonen, wenn sie 
ein bestimmtes Entwicklungsstadium erreicht haben, in der Regel nach 10 bis 30 Tagen, zur Oifferenzie- 
rung der Spross- und Wurzelscheitel auf feste Kulturmedien, die Oblicherweise fOr die Regeneration von 
Pflanzen verwendet werden und die gegebenenfalls von einem FlUssigmedium Qberschichtet sein kdnnen, 
uberfQhrt 

55 44. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die Pro-/Embryonen nach einer 
Kuitivierungsdauer von 4 bis 8 Wochen, spatestens aber nach dem Auskeimen der Embryonen auf 
Festmedien Qbertragt die keine oder aber nur geringe Hormonkonzentration aufweisen. 
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45. Verfahren gemSss Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet. dass man die regenerierten Pflanzchen in 
Erde pflanzt und in gleicher Weise wie normale SMmlinge weiterbehandeit. 

48. Verfahren zur Herstellung reinerbiger homozygoter Transformanten gemass Anspaich 1, dadurch 
gekennzeichnet dass man 

a) bei Pflanzen die einer sekundaren Embryogenese'oder einer sekundaren Adventivspross-Bildung 
zugSngiich sind, in vitro die sekundMren Strukturen, die sich aus Einzelzellen ableiten, von den primar 
entstandenen. meist chimMren Regeneranten trennt, vereinzelt und zu ganzen Pflanzen regeneriert Oder 

b) transgene chimare Pflanzen gegebenenfaiis wiederholt mit sich SBibst kreuzt. 

47. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass man Proembryonen bzw. Embryonen 
von Pflanzen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Famiiien Solanaceae , Cruciferae, Compositae, 
Liliaceae . Vitaceae , Chenopodiaceae . Rutaceae , Alliaceae , Amaryllidaceae , Asparagaceae, Orchidaceae, 
Palmae , Bromeliaceae . Rubiaceae , Theaceae , Musaceae , Gramineae Oder der Ordnung Leguminoseae 
verwendet 

48. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass man Proembryonen bzw. Embryonen 
von Pflanzen der Familie Malvaceae verwendet 

49. Verfahren nach Anspruch 48. dadurch gekennzeichnet dass man Proembryonen bzw. Embryonen 
von Pflanzen. ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus den Gattungen Allium , Avena , Hordeum , Oryzae, 
Panicum , Saccharum . Secale , Setaria . Sorghum , Triticum . Zea , Musa , Cpcos. Phoenix. Elaeis verwendet 

50. Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen gemass Anspruch 1. 

51 . Transgene Pflanzen sowie deren sexuelle und asexuelle Nachkommenschaft, hergestellt nach einem 
Verfahren gemass Anspruch 1. 

52. Transgenes Saatgut von Pflanzen und deren Nachkommen gemass Anspruch 51. 

53. Vermehrungsgut transgener Pflanzen gemass Anspruch 51 ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Protoplasten, Zellen, Zellkionen, Zellagglomeraten, Kailus- und/oder Gewebekulturen, Samen, Pollen, 
Szellen, Zygoten, Embryonen Oder anderem aus Keimbahn- Zellen hervorgegangenem Vermehrungsgut 
sowie die daraus abgeleiteten Nachkommen. 

54. Alle Kreuzungs- und Fusionsprodukte transgener Pflanzen gemass Anspruch 51, die noch die durch 
die Transformation bedingten neuen Eigenschaften aufweisen. 

55. Varianten und Mutanten von transgenen Pflanzen gemass Anspruch 51 sowie von deren sexueller 
und asexueller Nachkommenschaft. die noch die charakteristischen, durch die Transformation bedingten 
Eigenschaften des pflanzlichen Ausgangsmaterials, das fQr die Herstellung besagter Mutanten und Varian- 
ten verwendet wurde, aufweisen. 

56. Pflanzenteile, wie z.B. BiQten. Stengel, FrUchte, Blatter. Wurzeln, die von transgenen Pflanzen 
gemass Anspruch 51 Oder deren Nachkommen stammen und die wenigstens zum Teil aus transgenen 
Zellen aufgebaut sind. ' 

57. Rekombinantes DNA-MolekUl gemas Anspruch 21. zur Verwendung in einem Verfahren gemass 
Anspruch 1. 

58. Transgene Pflanzen. die aus transformierten zygotischen Proembryonen Oder aus transformierten 
zygotischen Embryonen regeneriert werden. 
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Abbildung 1: TeUI 
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Abbildung 2 
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